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Referat: 
Regelmäßiger Zigarettenkonsum hat gravierenden Einfluss auf den gesamten Organismus. 
Dem Großteil der Bevölkerung ist zwar bekannt, dass besonders die Lunge geschädigt werden 
kann, allerdings fehlt häufig das Verständnis darüber, wie weitgreifend diese Noxe weitere 
Organe und somit den gesamten Körperkreislauf beeinflussen kann. 
Aus diesem Grund beschäftigt sich die vorliegende Arbeit einerseits damit, inwieweit die 
Blutgefäße in ihrer Funktion beeinträchtigt werden und desweitern welche Rolle Sport dabei 
spielen könnte, potentielle Funktionsstörungen wieder auszugleichen. 
Dafür wurden die Blutgefäße von 30 Mäusen, bestehend aus Kontroll-, Raucher- und 
Raucher-/Sportgruppe untersucht. Die Funktionsfähigkeit dieser wurde mithilfe der 
Acetylcholin- und Natriumnitroprussid-abhängigen Dilatationsfähigkeit ermittelt. Die 
Ergebnisse zeigen, dass die Blutgefäße der Rauchergruppe in ihrer Dilatationsfähigkeit stark 
eingeschränkt waren. Allerdings konnte diese Funktionsminderung mithilfe eines 
Hochintervalltrainings komplett revidiert werden. 
Ein weiterer Fokus dieser Arbeit lag auf den molekularbiologischen Prozessen, die in den 
Endothelzellen abliefen und ihrerseits durch Zigarettenrauch und Sport beeinflusst wurden. 
Dafür wurden verschiedene Proteine, die im Zusammenhang mit der Produktion und 
Elimination von radikalen Sauerstoffspezies stehen, untersucht. Dabei zeigte sich, dass 
besonders die sekundärmodifizierten Formen der endotheliale Stickstoffmonooxidsynthase in 
   
der Gesamtproteinexpression verändert waren. In der Rauchergruppe wurde die Aktivität der 
Synthase durch vermehrte Acetylierung herunterreguliert und im Gegensatz dazu in der 
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1.1 Das Gefäßendothel und dessen Einflussfaktoren  
Das Endothel, welches als einlagige Zellschicht das Innere der Blutgefäße auskleidet, gilt als 
eine der größten funktionellen Einheiten unseres Körpers (Zylka-Menhorn 1999). 
Dieser Einheit kommen wichtige Aufgaben wie der Kontrolle der Blutgerinnung, der 
Reaktion auf Entzündungen oder Infektionen und vor allem der Regulation des Blutdrucks zu, 
sodass die Endothelzellen einen erheblichen Einfluss auf das Herz-Kreislauf-System und 
folglich den gesamten Körper haben. Allerdings kann diese Funktionseinheit durch Einflüsse 
von außen stark beeinträchtigt werden. Dementsprechend ist es nicht verwunderlich, dass es 
gravierende Folgen für den gesamten Körperkreislauf haben kann, sobald bei einer der 
genannten Aufgaben Dysbalancen auftreten. Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) 
bilden Herz-Kreislauferkrankungen wie ischämische Herzerkrankungen oder der Apoplex 
zusammen mit Tumorleiden und chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen (COPD) 80 % 
aller Todesfälle in der europäischen Union (World Health Organization 2012). In unserer 
heutigen Wohlstandsgesellschaft spielen besonders Rauchen, Adipositas und 
Bewegungsmangel eine zentrale Rolle für die Entstehung von Endotheldysfunktionen, die 
ihrerseits die Grundlage für einige der genannten Todesursachen bilden. 
 
Das Rauchen ist in diesem Zusammenhang einer der vermeidbarsten unabhängigen 
Risikofaktoren für Krankheit und Tod. In einer WHO-Statistik von 2015 kommt zum 
Ausdruck, dass 28 % der Bevölkerung Europas rauchen (World Health Organization 2015). 
Mit dieser hohen Zahl an Konsumenten und dem Wissen um potentiell 
gesundheitsschädigende Auswirkungen wird deutlich, dass dies ein sehr präsentes Thema in 
der Medizin ist und bleiben wird. 
Ein Ergebnis des langjährigen Zigarettenkonsums stellt vor allem die COPD dar, die als viert 
häufigste Todesursache bekannt ist. Die COPD entsteht als Folge einer chronischen 
Entzündungsreaktion der Lunge auf inhalative Noxen, wie sie auch im Zigarettenrauch 
vorzufinden sind. Im Rahmen dieser Entzündungsreaktion kommt es zur irreversiblen 
Atemflussbehinderung, die sich vor allem als Dyspnoe äußert. Mit dem Progress der 
Erkrankung gehen Umbauprozesse wie Fibrosierungen bis hin zu Parenchymverlust und 
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Emphysembildung einher. Die Lunge reagiert weiterhin mit Hypersekretion und bronchialer 
Hyperreagibilität auf diese Reizfaktoren, woraus sich schließlich die typische Symptom-Trias 
bestehend aus Dyspnoe, chronischem Husten und Auswurf ergibt.  
Des Weiteren bleiben systemische Folgen nicht aus, sodass bei Patienten mit genanntem 
Beschwerdebild, aufgrund der Atemwegs- und Lungenparenchymveränderungen, auch 
Veränderungen im pulmonalen und später peripheren Gefäßsystem auftreten (Tuder und 
Petrache 2012). In diesem Zusammenhang gibt es sogar Hinweise darauf, dass diese Patienten 
bereits vor der Ausprägung einer COPD mit manifestem Lungenemphysem an 
extrapulmonalen Folgen des Zigarettenrauchs leiden (Elbehairy et al. 2016). Folglich ist in 
Bezug auf die Endothelfunktion noch ungewiss, ob die Dysfunktion einen primären Effekt des 
Zigarettenkonsums selbst darstellt oder erst als eine systemische Folge der COPD mit 
Emphysembildung angesehen werden kann und somit einen sekundären Effekt darstellen 
würde. 
 
Zu einem gesunden Lebensstil gehören neben der Vermeidung von Noxen wie 
Zigarettenrauch auch eine ausgewogene Ernährung und vor allem die körperliche Aktivität. 
Dabei spielt gerade das Thema Sport eine immer größere Rolle in der heutigen Gesellschaft. 
Es ist schon länger bekannt, dass regelmäßige Bewegung zahlreiche positive Einflüsse auf 
den Körper hat. So konnten beispielweise Effekte auf den Glukose-Stoffwechsel, die 
Muskelfunktion und -stärke, den Knochen-Stoffwechsel, das psychische Wohlbefinden oder 
das kardiovaskuläre System verzeichnet werden (Gielen et al. 2010). 
In früheren Studien wurde weiterhin gezeigt, dass körperliche Inaktivität kombiniert mit 
Rauchen zur Verstärkung bereits vorhandener pulmonaler sowie extrapulmonaler Schäden 
führt (Cielen et al. 2016). Daher stellt sich unmittelbar die Frage, inwieweit körperliches 
Training die systemischen Folgen des Rauchens auf die Endothelfunktion und damit auf das 
gesamte kardiovaskuläre System beeinflussen kann. Zusätzlich ist in diesem Zusammenhang 
noch zu klären, welche genauen molekularbiologischen Regulationsmechanismen dazu 
beitragen könnten, die Endothelfunktion zu verbessern, um eventuell auch hier noch weitere 
Ansatzpunkte für Therapiemöglichkeiten zu finden. 
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1.2 Die Regulation der Endothelfunktion 
Die Regulation des Vasotonus und damit des Blutflusses im Körperkreislauf ist eine der 
zentralsten Aufgaben des Gefäßendothels. Neben den Botenstoffen Prostacyclin und 
Endothelin ist vor allem das Stickstoffmonoxid (NO) ein wichtiger Mediator für diesen 
Prozess. Mithilfe dessen können in der Endothelzelle durch Hoch- oder Herunterregulation 
eine Relaxation oder eine Vasokonstriktion der Gefäßmuskulatur herbeigeführt werden. Gerät 
dieser Mechanismus aus dem Gleichgewicht, so wird bereits von einer endothelialen 
Dysfunktion gesprochen (Luscher und Barton 1997). 
Es ist bisher bekannt, dass sowohl das Rauchen (Pittilo 2000) als auch körperliches Training 
(Moebius-Winkler et al. 2011) unabhängig voneinander Einfluss auf die Signalkaskade rund 
um die Stickstoffmonooxid-Bioverfügbarkeit nehmen. Stickstoffmonooxid spielt eine zentrale 
Rolle in der Kommunikation zwischen Endothelzelle und glatter Muskulatur, um den 
Gefäßtonus zu verändern. Zum einen gibt es die Möglichkeit die NO-Bioverfügbarkeit 
Rezeptor-abhängig, beispielsweise mithilfe von Katecholaminen über den Sympathikus, zu 
aktivieren. Andererseits sind das vorbeifließende Blut und dessen wirkende Scherkräfte auf 
das Endothel weitere, besonders wichtige Faktoren zur Beeinflussung des 
Stickstoffmonooxids (Britten et al. 2000). Dieser mechanische Stimulus wird in einen 
chemischen Stimulus umgewandelt, indem zunächst durch Scherkräfte des Blutes die 
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) aktiviert wird. Die PI3K ist wiederum in der Lage 
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu phosphorylieren und in Phosphatidylinositol-
3,4,5-trisphosphat (PIP3) umzuwandeln. PIP3 dient dabei als Substrat zur Aktivierung der 
Proteinkinase B/Serin-Threonin-Kinase (PDK/Akt), die gemeinsam mit der Proteinkinase A 
dazu in der Lage ist die endotheliale Stickstoffmonooxidsynthase (eNOS) zu aktivieren (Boo 
et al. 2002, 2002, siehe Abbildung 1). Damit einhergehend können auch weitere Kinasen 
aktiviert werden, die ihrerseits die eNOS sekundär modifizieren und damit unterschiedliche 
Auswirkungen auf deren Aktivität haben. Die Cyclin-abhänige Kinase (CDK5) kann 
beispielsweise die eNOS an der Stelle Serin 114 (Ser114) phosphorylieren und deren Aktivität 
hemmen. Ebenso verhält es sich mit der Acetylierung der eNOS durch Lysin-
Acetyltransferasen. Im Gegenzug dazu wird durch eine Phosphorylierung an der Stelle Serin 
1177 (Ser1177) oder durch Deacetylierung mit Hilfe von Sirtuin-1 (SIRT-1) eine Aktivierung 
der endothelialen NO-Synthase erreicht (Heiss und Dirsch 2014). Die aktivierte eNOS 
synthetisiert anschließend aus L-Arginin das NO, welches nachfolgend aus den 
  4 
   
Endothelzellen bis in die glatte Muskulatur diffundiert und dort die zytosolische 
Guanylatzyklase aktiviert. Wie Abbildung 1 zeigt, kann damit in der Muskelzelle 
Guanosintriphosphat (GTP) in das zyklische 3'-5'-Guanosin-Monophosphat (cGMP) gespalten 
werden. Somit nimmt im Anschluss daran die cGMP-vermittelte Proteinkinase G ihre Arbeit 
auf und sorgt dafür, dass die Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase arbeiten kann, die wiederum 
das Myosin dephosphoryliert. Des Weiteren wird der intrazelluläre Calcium-Spiegel 
erniedrigt, indem Calciumionen (Ca2+) daran gehindert werden, aus dem sarcoplasmatischen 
Reticulum auszutreten. Das fehlende Calcium sorgt dafür, dass sich die Muskulatur nicht 
kontrahieren kann, sondern stattdessen relaxiert (Francis et al. 2010).  
 
 
Abbildung 1: Der Einfluss laminärer Scherkräfte auf Signalkaskaden in der Gefäßwand zur Beeinflussung der 
Vasodilatation (modifiziert nach Moebius-Winkler et al. 2011). HSP90, Hitzeschockprotein 90; P, Phosphat; Mn-SOD, 
Mangan-Superoxiddismutase; Cu/Zn-SOD, Kupfer/Zink-Superoxiddismutase; ec-SOD, extrazelluläre Superoxiddismutase 
 
Unabhängig von diesem vasodilatierenden Signalweg wirkt NO zudem antiproliferativ und ist 
in der Lage neben der Leukozytenadhäsion auch die Plättchenadhäsion und -aggregation zu 
hemmen. Wie aus Abbildung 2 allerdings ersichtlich wird, können Stickstoffmonooxid, 
welches nur eine geringe chemische Stabilität aufweist, und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) 
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wie Hyperoxid (O2-) auch mit einer hohen Reaktionsgeschwindigkeit interagieren und so 
Peroxynitrit (ONOO-) bilden, so dass NO im gleichen Zug inaktiviert wird (C. Walther 2001). 
ROS entstehen ihrerseits vermehrt als Nebenprodukt des Zellmetabolismus, bei verschiedenen 
Erkrankungen, dem Rauchen oder auch dann, wenn ein Ungleichgewicht zwischen 
Radikalproduktion und -elimination herrscht (Griendling und FitzGerald 2003). Das 
Leitenzym für das Entstehen von oxidativem Stress stellt die 
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat-Oxidase (NADPH-Oxidase) dar. Die NADPH-
Oxidase ist ein membranständiger Multienzymkomplex, welcher aus Sauerstoff und NADPH 
das Hyperoxidanion O2- erzeugt, das selbst Ausgangsprodukt für die Synthese einer Reihe 
weiterer reaktiver Sauerstoffspezies ist. Wie die Abbildung 2 zeigt, sind zudem auch einige 
andere Enzyme, wie die Xantine-Oxidase, Lipoxygenase oder auch eine entkoppelte eNOS in 
der Lage Sauerstoff zu Superoxid-Anionen zu reduzieren. Damit diese zellschädigenden 
Kaskaden unterbunden werden, kann zum Schutz der Zelle das O2- durch verschiedene 
Superoxiddismutasen (SOD) eliminiert werden. Zunächst entsteht dabei Wasserstoffperoxid 
(H2O2), welches im Anschluss mithilfe verschiedener Enzyme, wie beispielsweise der 
Katalase oder der Glutathion-Peroxidase (GSH-Px), unschädlich gemacht werden kann (Fukai 
und Ushio-Fukai 2011). 
 
 
Abbildung 2: Die Entstehung und Elimination reaktiver Sauerstoffspezies (modifiziert nach Fukai und Ushio-Fukai 
2011). Cu+/Fe2+, Kupfer-/Eisenionen; GSSG, e, Elektron; Glutathiondisulfid; H+, Wasserstoffion; O2, Sauerstoff 
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Aus einem erhöhten Aufkommen der ROS geht eine Dysbalance zwischen den oxidativen und 
antioxidativen Regulationssystemen hervor, sodass es anschließend zu einer Schädigung der 
Proteine, der Lipide und des Erbguts in der Zelle kommen kann. Auf längere Sicht werden 
somit dauerhafte Entzündungsreaktionen und damit auch zelluläre Umbauprozesse gefördert, 
die wiederum eine Grundlage für kardiovaskuläre Krankheiten bilden können (Garcia-
Redondo et al. 2016). 
 
1.3 Der Einfluss von Rauchen auf die Endothelfunktion und NO- 
Bioverfügbarkeit 
Im alltäglichen Leben sind die menschlichen Blutgefäße vielseitigen Stressoren ausgesetzt, 
die die beschriebenen Signalwege stark beeinflussen. Vor allem das Rauchen ist dabei ein 
gefährlicher Risikofaktor für das Gefäßendothel. Auch wenn es noch Wissenslücken über die 
genaue Wirkung von Zigarettenrauch gibt, so ist unumstritten, dass er eine wichtige Ursache 
sowohl für morphologische als auch funktionelle Schäden am Endothel darstellt (Pittilo 2000; 
Vallance 1997). 
Wie aus der Abbildung 3 ersichtlich wird, kann der Konsum zu einer Senkung der 
Prostacyclin-Produktion, einem erhöhten Adhäsionspotential von Monozyten und 
Adhäsionsmolekülen, einer verringerten Fibrinolysefähigkeit des Plasmas, einer vermehrten 
Produktion von Angiotensin und vor allem auch zu einer verringerten Relaxations-/ 
Dilatationsfähigkeit der Blutgefäße selbst führen (Ambrose und Barua 2004). Gerade dieser 
letzte Punkt spiegelt eine gut messbare Störung der Endothelfunktion wider. 
In einer Studie von Celermajer et al. konnte gezeigt werden, dass Rauchen bereits in den 
Blutgefäßen bei jungen, noch gesunden Erwachsenen zu einer Reduktion der gemessenen 
durchflussvermittelten Dilatation (FMD) führt (Celermajer et al. 1992). Mit der Studie wurde 
ein wichtiger Meilenstein im Verständnis über die Pathophysiologie von kardiovaskulären 
Erkrankungen, die stark durch Zigarettenkonsum getriggert werden, gesetzt. Weiterhin kann 
die FMD seither als früher Marker für endotheliale Dysfunktion im vaskulären System 
verstanden werden (Messner und Bernhard 2014). 
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Abbildung 3: Die Angriffspunkte des Zigarettenrauchs und Ursachen der kardiovaskulären Dysfunktion (modifiziert 
nach Ambrose und Barua 2004). METC, mitochondriale Elektronentransportkette 
 
Die bereits beschriebene Signalkaskade rund um die Dilatationsfähigkeit der Blutgefäße zeigt, 
dass Scherkräfte oder andere Einflussfaktoren wie die Sympathikus-Aktivierung auf die 
Endothelzellen wirken, damit die NO-Bioverfügbarkeit regulieren und so die Relaxation der 
glatten Muskulatur beeinflusst werden kann. 
Nachdem aus der genannten Studie von Celermajer et al. hervorgegangen ist, dass Rauchen 
diesen Weg beeinflusst und dazu führt, dass sich die glatten Muskelzellen nicht mehr 
ausreichend bedarfsadaptiert dilatieren können, drängte sich die Frage nach der Ursache auf. 
In den nachfolgenden Jahren gab es zahlreiche Untersuchungen zu den molekularbiologischen 
Angriffspunkten des Zigarettenrauchs. Besonders das verstärkte Aufkommen von oxidativen 
Modifikationsprozessen und einer damit verbundenen Inaktivierung von Biomolekülen 
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scheint eine größere Rolle zu spielen (Messner und Bernhard 2014). Abbildung 4 zeigt, wie 
durch den oxidativen Stress, ausgelöst durch das Rauchen, Endothelzellen aktiviert werden. 
Darauffolgend kommt es zu einer Dysfunktion der Zellen, wodurch wiederum ein größerer 
Endothelschaden entstehen kann, der letztendlich zum Zelltod und zu Umbauprozessen führt. 
Damit wird die Verfügbarkeit von Stickstoffmonooxid auf längere Sicht stark beeinträchtigt, 
woraus auch für die glatten Muskelzellen eine Funktionseinschränkung resultiert, da ihnen 
das zur Dilatation nötige NO fehlt. 
Für den Einfluss auf die Signalkaskade von Stickstoffmonooxid gibt es viele mögliche 
Faktoren. So könnte beispielsweise die eNOS auf verschiedenen Wegen deaktiviert sein, 
wodurch die Bildung von NO gestoppt wird. Ebenso könnten zu wenig von den eNOS-
Substraten oder Co-Faktoren vorhanden sein. Des Weiteren könnte ein Ungleichgewicht 
zwischen oxidativen und antioxidativen Enzymen herrschen, sodass aus NO vermehrt 
Peroxynitrit generiert wird und es der eigentlichen Aufgabe, der Weitstellung der Gefäße, 
nicht mehr nachkommen kann. Eine andere Möglichkeit besteht auch darin, dass nicht die 
endotheliale Dilatationsfähigkeit, sondern die endothelzellunabhängige Dilatationsfähigkeit 
durch extrazelluläre Umbauprozesse oder strukturelle Veränderungen in der Mediaschicht 
eingeschränkt ist, sodass die glatte Muskulatur selbst nicht mehr in der Lage ist, sich 
ausreichend zu relaxieren, obwohl das NO-Angebot dafür eigentlich vorhanden wäre (Gielen 
et al. 2010). 
Neben diesen möglichen Effekten zeigt sich zudem, dass chronischer Zigarettenkonsum, 
unabhängig vom NO-Signalweg, auch zu anderen typischen Charakteristiken endothelialer 
Dysfunktion führt: Aktivierung einer chronischen Entzündungsreaktion mit Monozyten, 
Makrophagen, Zytokinen und Adhäsionsmolekülen. Daraus folgen Zellschäden, die 
unweigerlich in eine Apoptose beziehungsweise auch Nekrose der Endothel- und 
Muskelzellen münden. Neben Lipidablagerungen kommt es weiterhin zur reaktiven 
Proliferation der glatten Muskulatur und außerdem zu extrazellulären Umbauprozessen, 
indem beispielsweise die Expression von Matrix-Metalloproteasen (MMPs) gesteigert und die 
Bildung ihrer Gegenspieler, die sogenannten Gewebeinhibitoren für Metalloproteasen 
(TIMPs), gehemmt wird (Messner und Bernhard 2014, siehe Abbildung 4). 
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Abbildung 4: Die schematische Darstellung der zigarettenrauchinduzierten Folgen in Blutgefäßen - von der 
Aktivierung der Endothelzellen bis zum Zelltod und Remodelling der Gefäßwände (modifiziert nach Messner und 
Bernhard 2014) 
 
All diese Veränderungen sorgen letztendlich dafür, dass sich die Blutgefäße an die andauernd 
einwirkenden Noxen anpassen und dadurch ihre Morphologie verändern müssen. Dies 
bedeutet gleichzeitig, dass die Zellen in den Blutgefäßen und damit die Blutgefäße selbst 
ihren Aufgaben, wie der Regulation des Blutdrucks oder der Blutgerinnung nicht mehr so 
nachkommen können, wie es nötig wäre. Dies fördert wiederum das Entstehen von 
kardiovaskulären Erkrankungen wie Arteriosklerose, Gefäßverschluss oder Bluthochdruck 
(Ambrose und Barua 2004, siehe Abbildung 3). 
 
1.4 Der Einfluss von Sport auf die Endothelfunktion und NO-
Bioverfügbarkeit  
Es ist allgemein bekannt, dass regelmäßige sportliche Betätigung einen positiven Einfluss auf 
viele Bereiche des Körpers hat und dabei vor allem das kardiovaskuläre System, wie aus 
Abbildung 5 ersichtlich wird, beeinflusst wird. Im Gegensatz zum Rauchen stärkt körperliche 
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Aktivität die Endothelfunktion und kann in diesem Zusammenhang sogar bereits bestehende 
Dysfunktionen wieder verbessern. Dabei kommt es laut einer Studie von Walther et al. bei 
kardiovaskulär erkrankten Patienten durch sportliche Aktivität zu einer gesteigerten NO-
Bioverfügbarkeit, wobei gleichzeitig oxidativer Stress verringert wird, sodass damit die 
Dilatationsfähigkeit der Blutgefäße insgesamt wieder verbessert wird (Walther et al. 2004).  
 
 
Abbildung 5: Auswirkungen des körperlichen Trainings auf verschiedene Bereiche des kardiovaskulären Systems 
(modifziert nach Gielen et al. 2010). I/R, Ischämie/Reperfusion; LV, linksventrikulär; EPC, endotheliale Progenitorzelle; 
ANP, atriales natriuretisches Peptid; BNP, B-Typ natriuretisches Peptid 
 
Körperliche Aktivität führt kompensatorisch zunächst zum Anstieg des Herzzeitvolumens und 
damit zu einer Erhöhung des Blutflusses. Darauf folgt wiederum eine verstärkte Wirkung von 
Scherkräften auf das Gefäßendothel, welches dann, wie bereits beschrieben, die NO-
Bioverfügbarkeit hochreguliert. Im Anschluss können die Gefäße entsprechend des 
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Sauerstoffbedarfs erweitert werden und dem Gewebe steht mehr Sauerstoff zur Verfügung, 
um die Leistung steigen zu können (Britten et al. 2000). 
Wie das Rauchen kann auch die körperliche Aktivität auf unterschiedliche Abschnitte in der 
NO-Signalkaskade wirken, allerdings führt dies zu einer Erhöhung der Bioverfügbarkeit des 
Stickstoffmonooxids. So können die eNOS-Substrate und Co-Faktoren erhöht sein, eNOS 
durch verschiedene Sekundärmodifikationen vermehrt aktiviert werden oder auch 
antioxidative Enzyme überwiegen und somit protektiv wirken (Gielen et al. 2010). Weiterhin 
können auch Umbauprozesse in den Gefäßwänden dafür sorgen, dass die Elastizität dieser 
zunimmt und somit automatisch der Blutdruck gesenkt wird. Wie eine neuere Studie von 
Cielen et al. zeigt, führt fehlende sportliche Aktivität bei Rauchern, in diesem Fall COPD-
Patienten, zur Schädigung von Muskeln, Knochen und der Lunge (Cielen et al. 2016). Des 
Weiteren konnte in anderen Studien nachgewiesen werden, dass die gestörte Endothelfunktion 
sogar bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit oder Herzinsuffizienz allein durch sportliche 
Betätigung verbessert werden konnte (C. Walther 2001). Demzufolge liegt auch die 
Vermutung nah, dass körperliches Training bei Rauchern oder sogar COPD-Patienten einen 
positiven Einfluss auf das potentiell geschädigte Gefäßendothel hat und auch hier mögliche 
Dysfunktionen ausgleichen kann. 
 
1.5 Zielsetzung 
Um das Thema Rauchen und Sport in einen direkten Zusammenhang zu bringen, beleuchtet 
diese Arbeit die Auswirkungen von Rauchen und anschließendem körperlichen Training auf 
die Endothelfunktion am Tiermodell. In früheren Studien wurden die Folgen der beiden 
exogenen Faktoren bereits unabhängig voneinander untersucht, sodass sich bei der 
gemeinsamen Betrachtung die folgenden Fragestellungen ergeben: 
 
1. Manifestieren sich extrapulmonale Folgen des Rauchens, wie die 
Endotheldysfunktion, bereits frühzeitig oder erst nach beziehungsweise als 
Folge der Emphysembildung? 
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2. Inwieweit kann sportliche Aktivität die Funktion des mit Zigarettenrauch 
potentiell vorgeschädigten Gefäßendothels verbessern oder gar 
wiederherstellen? 
 
3. In welche spezifischen endothelialen Regulationsmechanismen greifen 
Zigarettenrauch und körperliche Aktivität auf molekularbiologischer Ebene 
ein? 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Versuchstiere 
Es wurden 30 weibliche Mäuse des Stammes A/JOlaHsd von Harlan Laboratories, UK 
bezogen. Der Einschluss in den Versuch erfolgte in einem Alter von 10 Wochen. Sämtliche 
Tierversuche wurden an der Universität Trondheim/Norwegen (NTNU) im Labor von Prof. 
Ulrik Wisloff durchgeführt. Eine Genehmigung für diesen Tierversuch durch die 
norwegischen Behörden lag vor. 
 
2.1.2 Geräte 
Tabelle 1: Geräte 
Geräte Herstellerinformationen 
Analysewaage PCE Deutschland, Meschede 
Axioplan 2 Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss, Oberkochen 
Doppelheizblock Witeg Labortechnik, Wertheim 
Fusion Solo S Vilber Lourmat, Eberhardzell 
Isolierte Organapparatur mit 4 Organbädern 
IOA-5301 
Föhr Medical Instruments, Seeheim-
Oberbeerbach 
Kühlplatte COP 30 Medite, Burgdorf 
Lambda Scan 200 Spektrometer MWG- Biotech, Ebersberg 
Laufband Norwegian University of Science and 
Technology (NTNU) Trondheim, Norwegen 
Magnetrührer VWR International, Darmstadt 
Mikrozentrifuge Sigma, Osterode am Harz 
Mikrotom MICROM International, Walldorf 
Microtome Knives Low Profile C.L. Sturkey Inc., USA 
Präzisionswaage Kern & Sohn, Balingen-Frommern 
Sonopuls GM 70 Bandelin electronic, Berlin 
Vevo 770TM Imaging FUJFILM VisualSonics Inc., Toronto 
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2.1.3 Chemikalien 
Tabelle 2: Chemikalien  
Chemikalien Herstellerinformation 
Acetylcholin Sigma-Aldrich, Steinheim 
Acryl-/Bisacrylamid  SERVA Electrophoresis, Heidelberg 
Ammoniumpersulfat (APS) SERVA Electrophoresis, Heidelberg 
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Steinheim 
Brij 35 SERVA Electrophoresis, Heidelberg 
Bromphenolblau SERVA Electrophoresis, Heidelberg 
β-Mercaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe 
Calciumchlorid (CaCl2) Merck, Darmstadt 
Carbogen Linde, Pullach 
Coomassie blue G-250 SERVA Electrophoresis, Heidelberg 
Entellan Merck, Darmstadt 
Eosin Carl Roth, Karlsruhe 
Essigsäure Carl Roth, Karlsruhe 
Ethanol  Carl Roth, Karlsruhe 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth, Karlsruhe 
Gelatine Carl Roth, Karlsruhe 
Glucose Carl Roth, Karlsruhe 
Glycerin Carl Roth, Karlsruhe 
Glycin Carl Roth, Karlsruhe 
Hämalaun Carl Roth, Karlsruhe 
Kaliumchlorid (KCl) Riedel-de Haën, Seelze 
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt 
Magnesiumsulfat (MgSO4) Carl Roth, Karlsruhe 
Methanol Carl Roth, Karlsruhe 
Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, Karlsruhe 
Natriumdesoxycholat Carl Roth, Karlsruhe 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Carl Roth, Karlsruhe 
Natriumlaurylsulfat (SDS) Carl Roth, Karlsruhe 
Natrium-Nitroprussid (SNP) Carl Roth, Karlsruhe 
Nonoxinol 40 (NP-40) Sigma-Aldrich, Steinheim 
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Phenobarbital Serumwerk Bernburg, Bernburg 
Phenylephrin Sigma-Aldrich, Steinheim 
PierceTM BCA Protein Assay Thermo Scientific, USA 
PierceTM Prestained Protein MW Marker Thermo Scientific, USA 
Phosphataseinhibitor Mix SERVA Electrophoresis, Heidelberg 
Ponceau S Sigma-Aldrich, Steinheim 
Proteaseinhibitor Mix M SERVA Electrophoresis, Heidelberg 
Salzsäure (HCl) Carl Roth, Karlsruhe 
SuperSignal West Pico Chemiluminescent 
Substrate 
Thermo Scientific, USA 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth, Karlsruhe 
Trisaminomethan (Tris) Carl Roth, Karlsruhe 
Triton-X-100 Carl Roth, Karlsruhe 
Tween 20 Carl Roth, Karlsruhe 
Xylol Carl Roth, Karlsruhe 
 
2.1.4 Antikörper  
Tabelle 3: Antikörper und deren Verdünnung 
Antikörper und Verdünnung Herstellerinformationen 
Anti-Acetyllysin, 1:500 Abcam, UK 
Anti-eNOS, 1:200 Santa Cruz Biotechnology, USA 
Anti-gp 91, 1:1000 Abcam, UK 
Anti-pS-eNOS, 1:2000 BD Bioscience, USA 
Anti-rabbit-Biotin, 1:5000 Sigma-Aldrich, USA 
Anti-rabbit-HRP, 1:1000 Cell Signaling Technology, USA 
Anti-SOD 1, 1:200 Santa Cruz Biotechnology, USA 
Anti-SOD 2, 1:200 Santa Cruz Biotechnology, USA 
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2.1.5 Soft- und Hardware 
Tabelle 4: Soft- und Hardware 
Programm Herstellerinformationen 
Analysis Five Olympus Soft Imaging Solutions, Münster 
Adobe Photoshop Elements 7.0  Adobe, USA 
One D-Scan Software Scanalytics Inc., USA 
.Capt Software Vilber Lourmat, Eberhardzell 
GraphPad InStat version 3.01 for Windows GraphPad Software, USA 
GraphPad Prism version 3.00 for Windows GraphPad Software, USA 
 
2.2 Methoden  
2.2.1 Studiendesign 
Für die experimentelle Untersuchung des Einflusses von Rauchen und Sport auf die 
Endothelfunktion war es zunächst notwendig, die beschriebenen 30 Versuchstiere, wie in 
Abbildung 6 dargestellt, zu randomisieren. 
 
 
Abbildung 6: Schematische Darstellung des Studiendesigns 
 
  17 
   
Nach vier Wochen Eingewöhnung im Tierstall wurden die 30 Tiere im Alter von zehn 
Wochen folgenden zwei Gruppen zugeordnet – einer Rauchergruppe (n = 20) und einer Nicht-
Rauchergruppe (n = 10).  
Die Tiere der Rauchergruppe wurden an fünf Tagen pro Woche für jeweils sechs Stunden 
täglich über eine Dauer von 20 Wochen Zigarettenrauch ausgesetzt. In den ersten zwei 
Wochen erfolgte die Begasung mit je 100 mg/m³ TPM (total particulate in cigarette smoke) 
und in der verbleibenden Zeit mit 200 mg/m³ TPM. Die Tiere der Nicht-Rauchergruppe 
wurden über den gleichen Zeitraum reiner Frischluft ausgesetzt. 
Nach einer 20-wöchigen Rauchexposition wurden diese Tiere erneut in zwei Gruppen 
randomisiert. Dieses Mal erfolgte die Teilung in je eine Gruppe, die für die kommenden sechs 
Wochen in Form von Laufbandtraining sportlich aktiv sein sollte (n = 10) und in eine weitere 
Gruppe, die inaktiv blieb (n = 10). Während dieser sechs Wochen wurde die Rauch- bzw. 
Frischluftexposition fortgeführt. 
In der Sportgruppe unterzogen sich die Tiere an fünf Tagen pro Woche einem hochintensiven 
Intervalltraining (HIIT) auf dem Laufband (siehe Abbildung 7). Das Laufband wies dabei eine 
Steigung von 25 ° auf. 
 
 
Abbildung 7: Schematische Darstellung des Intervalltrainings 
 
Bevor das Intervalltraining allerdings durchgeführt werden konnte, wurde die maximal 
tolerierbare Laufbandgeschwindigkeit für jedes Tier bestimmt, welche dann als 100 % gesetzt 
wurde. Die Belastungsfähigkeit wurde für jede einzelne Maus durch die Messung der 
maximalen Sauerstoffaufnahme (VO2peak) in einer geschlossenen Stoffwechselkammer 
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bestimmt. Das eigentliche Laufbandtraining setzte sich anschließend aus folgenden 
Komponenten zusammen: 
1. 5 min Aufwärmphase bei 60 % der maximalen Laufbandgeschwindigkeit 
2. 4 min bei 90 % der maximalen Laufbandgeschwindigkeit 
3. 3 min bei 70 % der maximalen Laufbandgeschwindigkeit 
4. 5 min Abkühlphase bei 60 % der maximalen Laufbandgeschwindigkeit. 
Die Belastungsphasen wurden insgesamt viermal wiederholt, bevor sich letztendlich die 
Abkühlphase anschloss. Dieses Laufbandtraining ist in der Literatur validiert und wurde 
bereits in anderen Studien angewandt (Kemi et al. 2002; Adams et al. 2015). Zur 
anschließenden Beurteilung der Herzfunktion wurden die Tiere mithilfe der nicht invasiven 
Echokardiographie untersucht. Diese Untersuchung nahm Eivind Bronstad von der 
Universität Trondheim/Norwegen vor. Im Anschluss an den insgesamt 26-wöchigen Versuch 
wurden die Tiere mithilfe einer Überdosis des Barbiturats Phenobarbital zwischen 100 und 
150 mg/kg Körpergewicht getötet. Neben dem Herzen, der Lunge, der Tibia, dem Musculus 
soleus und dem Musculus extensor digitorum longus (EDL) wurde daraufhin auch die Aorta 
freipräpariert und entnommen. Wichtig war es hierbei die Aorten möglichst frei von Blut und 
Fett zu halten, was durch Spülen und zusätzliche Präparation erreicht werden konnte. 
 
2.2.2 Endothelfunktionsmessung der Aorten im Organbad 
Zuerst wurde eine Endothelfunktionsmessung der Aorten durchgeführt, mithilfe derer später 
Aussagen über die Dilatationsfähigkeit der Blutgefäße in den einzelnen Gruppen getroffen 
wurden. 
Nach dem sorgfältigen Präparieren der Aorten wurde jede in eine frisch hergestellte Krebs-
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Tabelle 5: Krebs-Henseleit-Pufferlösung 
Chemikalien Menge 
NaHCO3 8,4 g 
NaCl 27,6 g 
KCl 1,4 g 
KH2PO4 0,64 g 
MgS04 x 7H20 1,16 g 
CaCl2 x H2O 1,12 g 
Glucose x H2O 4,4 g 
Aqua dest.  auf 4 l auffüllen 
pH  auf 7,4 einstellen 
 
Die Lösung wurde bei der Herstellung konstant mit Carbogen begast. Der fertige Puffer 
konnte dann in den Vorratskanister für die mobile Versorgungseinheit der Messapparatur 
gefüllt werden. Mithilfe von Schläuchen bestand damit eine direkte Verbindung zu der 
Messapparatur. Ergänzend wurden die vier Organbäder mit der Krebs-Henseleit-Lösung 
befüllt, ebenso kontinuierlich begast und bei einer Temperatur von 37 °C konstant warm 
gehalten. Nachdem alle vorbereitenden Maßnahmen abgeschlossen waren, wurden die frisch 
präparierten Aorten (5 mm lange Ringe) unverzüglich in die Organbadapparatur, wie in 
Abbildung 8 dargestellt, eingehängt. Dabei war besonders darauf zu achten das Gewebe so 
wenig wie möglich zu manipulieren, um somit weitestgehend präanalytische Fehler bei der 
Messung auszuschließen. Ein Teil der restlichen Aorten wurde mit Formalin fixiert und in 
Paraffin eingebettet, um daraus später Gewebsschnitte für histologische Färbungen gewinnen 
zu können. Zudem wurde ein Großteil des übrigen Materials in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.  
Zu Beginn der eigentlichen Endothelfunktionsmessung wurde jeder einzelne Aortenring für 
30 min ohne jegliche Vorspannung in der Apparatur belassen.  
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Abbildung 8: Organbad-Apparatur zur Bestimmung der in vitro-Endothelfunktion 
 
Im weiteren Verlauf wurde das Vorspannungsniveau um je 5 mN alle zehn Minuten erhöht, 
bis sich letztendlich ein stabiler Wert von 10 mN im Gesamten einstellte. Im Anschluss 
wurden je 250 µl KCl-Stocklösung (Stockkonzentration 2 M, Endkonzentration im Bad: 100 
mmol/L) hinzupipettiert, was zu einer maximalen Kontraktion der Aortenringe führte. Sobald 
sich ein konstantes Plateau einstellte, wurde die KCL-Lösung wieder ausgewaschen. 
Nachdem anschließend erneut eine Ausgangsspannung von 10 mN eingestellt wurde, erfolgte 
die Titration von Phenylephrin nach folgendem Pipettierschema: 
 
Tabelle 6: Pipettierschema für die Vasokonstriktion mit Phenylephrin 
Endkonzentration im Organbad Stockkonzentration µl pipettiert 
1x10-9 M 1x10-6 M 5 µl 
1x10-8 M 1x10-5 M 4,5 µl 
5x10-8 M 1x10-5 M 20 µl 
1x10-7 M 1x10-5 M 25 µl 
5x10-7 M 1x10-4 M 20 µl 
1x10-6 M 1x10-4 M 25 µl 
5x10-6 M 1x10-3 M 20 µl 
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1x10-5 M 1x10-3 M 25 µl 
5x10-5 M 1x10-2 M 20 µl 
1x10-4 M 1x10-2 M 25 µl 
5x10-4 M 1x10-1 M 20 µl 
1x10-3 M 1x10-1 M 25 µl 
 
Hierbei war es das Ziel, eine endothelzellabhängige Kontraktion der einzelnen Aorten 
mithilfe des Sympathikomimetikums und α1-Rezeptoragonisten Phenylephrin zu erreichen. 
Dafür wurde so lange Phenylephrin titriert bis sich eine Kontraktionskraft von ca. 70 % der 
zuvor erreichten maximalen Gefäßkontraktion mithilfe von KCl einstellte. Sobald ein stabiles 
Plateau bei ca. 70 % der maximalen KCL-Konstriktion erreicht war, wurden die Ringe 
zunächst mit Acetylcholin und anschließend mit Natrium-Nitroprussid entsprechend dem 
nachfolgenden Pipettierschemata dilatiert:  
 
Tabelle 7: Pipettierschema für die Vasodilatation mit Acetylcholin 
Endkonzentration im Organbad Stockkonzentration μl pipettiert 
1x10-9 M 1x10-6 M 5 µl 
5x10-9 M 1x10-6 M 20 µl 
1x10-8 M 1x10-6 M 25 µl 
5x10-8 M 1x10-5 M 20 µl 
1x10-7 M 1x10-5 M 25 µl 
5x10-7 M 1x10-4 M 20 µl 
1x10-6 M 1x10-4 M 25 µl 
5x10-6 M 1x10-3 M 20 µl 
1x10-5 M 1x10-3 M 25 µl 
5x10-5 M 1x10-2 M 20 µl 
1x10-4 M 1x10-2 M 25 µl 
5x10-4 M 1x10-1 M 20 µl 
1x10-3 M 1x10-1 M 25 µl 
5x10-3 M 1 M 20 µl 
1x10-2 M 1 M 25 µl 
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Tabelle 8: Pipettierschema für die Vasodilatation mit Natrium-Nitroprussid 
Endkonzentration im Organbad Stockkonzentration μl pipettiert 
1x10-10 M 1x10-7 M 5 µl 
5x10-10 M 1x10-7 M 20 µl 
1x10-9 M 1x10-7 M 25 µl 
5x10-9 M 1x10-6 M 20 µl 
1x10-8 M 1x10-6 M 25 µl 
5x10-8 M 1x10-5 M 20 µl 
1x10-7 M 1x10-5 M 25 µl 
5x10-7 M 1x10-4 M 20 µl 
1x10-6 M 1x10-4 M 25 µl 
5x10-6 M 1x10-3 M 20 µl 
1x10-5 M 1x10-3 M 25 µl 
5x10-5 M 1x10-2 M 20 µl 
1x10-4 M 1x10-2 M 25 µl 
5x10-4 M 1x10-1 M 20 µl 
1x10-3 M 1x10-1 M 25 µl 
5x10-3 M 1 M 20 µl 
1x10-2 M 1 M 25 µl 
 
Nachdem alle Daten der einzelnen Teilschritte für die vorhandenen Proben, bestehend aus den 
jeweiligen Ruhespannungswerten, den Maximalwerten nach KCl-Zufuhr und den einzelnen 
Spannungswerten nach jedem Titrationsschritt, gesammelt wurden, konnten diese in einen 
mathematischen Zusammenhang gebracht werden. Dabei ergaben sich aus den errechneten 
Werten charakteristische Kurven, wobei der prozentuale Anteil der Kontraktionskraft, 
aufgetragen gegen die einzelnen Konzentrationen von Acetylcholin und Natrium-
Nitroprussid, dargestellt werden konnte.  
 
2.2.3 Histologie 
Um die makroskopisch gewonnenen Erkenntnisse stützen zu können, war es nötig die Aorten 
der unterschiedlich behandelten Mäuse intensiver zu untersuchen. In diesem Zusammenhang 
erfolgte zunächst eine mikroskopische Beurteilung der Aortenwände, weshalb nun die zuvor 
in Paraffin eingebetteten Gefäße der Tiere genutzt wurden.  
  23 
   
Im Vordergrund stand dabei zuerst eine Anfärbung der Aortenstücke mittels Hämatoxylin-
Eosin (HE), um damit die Wanddicke der Media in den einzelnen Gruppen quantifizieren zu 
können und somit Hinweise für potentielle Auswirkungen von Zigarettenrauch bzw. 
körperlichem Training auf die Gefäßmuskulatur zu finden. Vor der eigentlichen Färbung 
erfolgte das Anfertigen von 2-3 µm dicken Gewebsschnitten mit einem Mikrotom. Es war 
dafür zunächst erforderlich, die Paraffinblöcke für ca. 30 min bei -15°C zu kühlen, damit eine 
ausreichende Qualität der Schnitte mit einer glatten Oberfläche und ohne Löcher garantiert 
werden konnte. Darauf folgte das Antrimmen der Blöcke bis die Aorta schließlich im 
kompletten Querschnitt auf der Schnittfläche erschien. Es wurden jeweils zwei Präparate von 
je einer Gewebsprobe angefertigt und anschließend zum Glätten in ein warmes Wasserbad 
gegeben. Die zusammengehörenden Schnitte wurden auf einen Objektträger gezogen und 
über Nacht in einem Wärmeschrank bei 60 °C getrocknet. Nach dem Trocknen schloss sich 
die HE-Färbung an, wobei die Objektträger mit den Aorten nach folgendem Prozedere in 
verschiedenen Chemikalien getränkt wurden: 
 
Tabelle 9: Vorgehensweise für die HE-Färbung 
Einwirkzeit Einwirkzeit 
1. Xylol 10 min 
2. 100 % Ethanol 2 min 
3. 96 % Ethanol 2 min 
4. 70 % Ethanol 2 min 
5. 50 % Ethanol 2 min 
6. Aqua dest. 2 min 
7. Hämalaun 5 min 
8. Bläuen im warmen H2O 5 min 
9. 0,1 % HCL 1 min 
10. 0,25 % Eosin 5 min 
11. Aqua dest. 1 min 
12. 96 % Ethanol 2 min 
13. 100 % Ethanol 2 min 
14. Xylol 5 min 
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Zum Schluss wurde das Gewebe mit Entellan und einem Deckgläschen eingedeckt. Nach 
einer kurzen Trocknungszeit von 10 min konnten die Gefäße unter einem Lichtmikroskop 
betrachtet und mit einer Bildbearbeitungssoftware ausgewertet werden. Dabei wurde der 
Durchmesser der Media an fünf verschiedenen Stellen bestimmt, um daraus einen 
Durchschnittswert für die einzelnen Aorten bilden zu können (siehe Abbildung 9). Somit 
konnten auch mögliche Messungenauigkeiten und die physiologische Varianz innerhalb eines 
jeden Präparates aufgewogen werden. 
 
 
Neben den Aorten wurden zusätzlich die Lungen der Tiere histologisch untersucht. Dafür 
wurden ebenfalls Paraffinschnitte angefertigt und anschließend mit HE eingefärbt. Ziel des 
Ganzen war es, das „mean linear intercept“ (Lm), welches als Emphysemmarker dient, 
histologisch zu quantifizieren. 
 
Abbildung 9: Querschnitt Mausaorta mit gekennzeichneter Mediadicke (Übersichtsfärbung in HE) Abbildung 9: Querschnitt der Mausaorta mit gekennzeichn ter Mediadicke (Übersichtsfärbung in HE) 
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2.2.4 Aufarbeitung der Aorten  
Als Grundlage für alle kommenden molekularbiologischen Untersuchungen war es 
notwendig, Proteine aus den gefrorenen Aortenringen zu extrahieren. Dazu wurden die Ringe 
über Nacht in einem Überkopfschüttler bei 4 °C mit 1 ml eines RIPA-Puffers inkubiert (siehe 
Tabelle 10). Diesem wurden jeweils 10 µl Protease- und Phosphataseinhibitoren sowie 20 % 
SDS und 10 % Triton-X-100 zugesetzt. 
 
Tabelle 10: Zusammensetzung des RIPA-Puffers 
Chemikalien Menge 
Tris pH 7,4 50 mmol/L 
NP-40 1 % 
Natriumdesoxycholat 0,25 % 
NaCl 150 mmol/L 
EDTA 1 mmol/L  
Aqua dest. auf 100 ml auffüllen 
 
Am nächsten Tag wurden die über Nacht inkubierten Aortenstücke mittels Ultraschall 
behandelt, um möglichst viel Protein aus den Ringen zu extrahieren. Danach wurden die 
Proben für ca. 3 min zentrifugiert, wobei anschließend das Pellet verworfen und der 
Überstand aufbewahrt wurde. Abschließend wurde die Proteinkonzentration in jedem 
einzelnen Überstand mittels BCA Assay nach Angaben des Herstellers ermittelt, sodass dieses 
Probenmaterial mit den dazugehörigen Daten für alle nachfolgenden Versuche, wie einer 
Zymographie und einer SDS-Gelelektrophorese, als Grundlage diente. 
 
2.2.5 Zymographie 
Nachdem sowohl eine makroskopische als auch mikroskopische Analyse der Aorten 
durchgeführt wurde, erfolgte daraufhin eine eingehende Untersuchung sowohl der Endothel- 
als auch der Muskelschicht auf molekularer Ebene. Aus diesem Grund lag der Fokus im 
nächsten Schritt auf einer MMP-9-und MMP-2-Aktivitätsbestimmung mithilfe einer 
Zymographie. Diese Methode dient dem Nachweis sogenannter Matrix-Metalloproteinasen 
(z.B. MMP-9 oder MMP-2), welche sich in der extrazellulären Matrix befinden und deren 
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signifikante Veränderungen bei der Raucher- und der Trainingsgruppe im Vergleich zur 
Kontrollgruppe auf Umbauprozesse in der Wand der Aorta hindeuten würden. Bevor die 
Aktivität der Gelatinasen in den Überständen bestimmt werden konnte, mussten neben den 
Gelen zusätzlich verschiedene Pufferlösungen nach folgenden Schemata hergestellt werden: 
 
Tabelle 11: Zusammensetzung des Trenngels (10%) für die Zymographie 
Chemikalien Menge 
Acryl-/Bisacrylamid (30 % / 0,8 %)  10 ml 
1,5 M Tris pH 8,8 7,5 ml 
1 % Gelatine 3 ml 
10 % SDS 300 µl 
Aqua dest. 9 ml 
TEMED 30 µl 
APS (10 %) 100 µl 
 
Tabelle 12: Zusammensetzung des Sammelgels (5%) für die Zymographie 
Chemikalien Menge 
Acryl-/Bisacrylamid (30 % / 0,8 %) 1,6 ml 
1 M Tris pH 6,8 1,25 ml 
10 % SDS 100 µl 
Aqua dest. 7 ml 
TEMED 20 µl 
APS (10 %) 20 µl 
 
Tabelle 13: Zusammensetzung des Probenpuffers für die Zymographie 
Chemikalien Menge 
10 % SDS  
20 % Glycerin  
250 mM Tris pH 6,8  
0,005 % Bromphenolblau  
Aqua dest. entsprechend Probenmenge auffüllen 
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Tabelle 14: Zusammensetzung des Laufpuffers für die Zymographie 
Chemikalien Menge 
200 mM Glycin  
25 mM Tris  
0,1 % SDS  
pH  auf 8,3 einstellen 
 
Tabelle 15: Zusammensetzung des Renaturierungspuffers 
Chemikalien Menge 
2,5 % Triton-X-100  
 
Tabelle 16: Zusammensetzung des Inkubationspuffers 
Chemikalien Menge 
50 mM Tris pH 7,6  
10 mM CaCl2  
50 mM NaCl  
0,05 % Brij 35  
 
Tabelle 17: Zusammensetzung des Preservationspuffers 
Chemikalien Menge 
Methanol 30 ml 
Glycerin 3 ml 
Aqua dest. 67 ml 
 
Die Gele wurden nach den Angaben der Tabellen 11 und 12 gemischt und wie bei der 
Herstellung von SDS-Gelen zwischen zwei Gelplatten gegossen. In das Sammelgel wurde ein 
Kamm eingesetzt, sodass nach dem Aushärten des Gels Taschen für das Auftragen der Proben 
entstanden. Dafür wurden 10 µg Aortenüberstand mit derselben Menge an Samplepuffer 
vermischt und auf das hergestellte Gel aufgetragen. Nachdem die Elektrophorese für ca. 2 h 
bei 90 V gelaufen ist, wurde das gesamte Gel für jeweils 1,5 h und danach noch einmal für 1 h 
im Renaturierungspuffer bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss daran wurde das Gel 
für weitere 72 h bei 37 °C in einem Inkubationspuffer gelagert. Nach Ablauf der Zeit wurde 
der Gelatineverdau durch die MMPs im Gel mithilfe von 10 % Essigsäure und 5 % Methanol 
gestoppt. Danach konnte das Gel mit Coomassie blue G-250, 50 % Methanol und 10 % 
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Essigsäure eingefärbt werden. Sobald sich das Gel komplett blau gefärbt hatte, wurde es mit 
50 % Methanol und 10 % Essigsäure wieder entfärbt, sodass alle unverdauten Bereiche 
weiterhin blau und die verdauten Bereiche durch die Gelatinase MMP-9/2, insofern eine 
Aktivität derer tatsächlich vorhanden war, hell erschienen. Anschließend wurde das Gel noch 
einmal für 30 min in destilliertem Wasser. und danach für 15 min in einem 
Preservationspuffer inkubiert. Die Intensität der Banden wurde zum Schluss mithilfe der One 
D-Scan Software von Scanalytics Inc. quantifiziert. 
 
2.2.6 SDS-Gelelektrophorese und Western Blot 
Die SDS-Gelelektrophorese mit anschließendem Western Blot machte es weiterhin möglich, 
die vorhandenen Proteine in den Gewebeproben voneinander der Größe nach aufzutrennen 
und im Anschluss auf eine Membran zu übertragen, um die Expression spezifischer Proteine 
mithilfe von Antikörpern nachzuweisen.  
Für die eigentliche Elekrophorese war es zunächst notwendig die entsprechenden Gele 
herzustellen. Die Basis bildete ein Polyacrylamidgel, dem SDS hinzugefügt wurde, sodass die 
unterschiedlich geladenen Proteine alle negativ beladen waren und somit nur noch der Größe 
nach aufgetrennt wurden. Das Polyacrylamidgel bestand aus zwei Anteilen, dem Trenngel 
und dem Sammelgel. Alle untersuchten Proteine waren relativ groß, sodass als Grundlage 
jeweils ein 8-%-Trenngel diente. Die Gele setzten sich wie folgt zusammen: 
 
Tabelle 18: Zusammensetzung des Trenngels (8 %) für den Western Blot 
Chemikalien Menge 
Acryl-/Bisacrylamid (30 % / 0,8 %) 8 ml 
LG-Puffer (8 mM EDTA, 1,5 M Tris, 0,4 % 
SDS, pH 8,8) 
7,5 ml 
Aqua dest. 14,6 ml 
TEMED 100 µl 




  29 
   
Tabelle 19: Zusammensetzung des Sammelgels (5 %) für den Western Blot 
Chemikalien Menge 
Acryl-/Bisacrylamid (30 % / 0,8 %) 2 ml 
UG-Puffer (8 mM EDTA, 0,5 M Tris, 0,4 % 
SDS, pH 6,8) 
3,3 ml 
Aqua dest. 7,8 ml 
TEMED 40 µl 
APS (10 %)  150 µl 
 
Nachdem alle Vorbereitungen abgeschlossen waren, wurden 10 µg des Aortenüberstandes mit 
der gleichen Menge an Lyse-Medium (25 % SDS, 25% β-Mercaptoethanol, 310 mmol/L Tris, 
Bromphenolblau, pH 8,3) versetzt und anschließend für 10 min bei 95 °C im Thermoblock 
denaturiert. Diese Reaktion konnte nach abgelaufener Zeit auf Eis gestoppt werden. Sobald 
die Proben erneut für kurze Zeit zentrifugiert wurden, konnten diese auf das SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen werden. Die sich anschließende Elektrophorese erfolgte für 
etwa 2h bei 90 V im SDS-Laufpuffer (25 mmol/L Tris, 192 mmol/L Glycin, 0,1 % SDS). 
Nach erfolgreicher Trennung wurden die Proteine nach dem Prinzip des Western Blottings 
auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) übertragen. Dafür mussten zunächst sechs 
Streifen Filterpapier und ein Streifen der PVDF-Membran auf die Größe des Gels 
zugeschnitten werden. 
Damit die Membran hydrophil wird, wurde diese zusätzlich mit Methanol behandelt. 
Weiterhin wurde das Filterpapier in einem Transferpuffer (25 mmol/L Tris, 192 mmol/L 
Glycin, 0,02 % SDS, 20 % Methanol) getränkt. Sobald das Gel aus der Halterung entfernt 
wurde, konnten dieses als auch die Membran und das Filterpapier nach dem sogenannten 
Sandwichprinzip zusammengelegt werden (siehe Abbildung 10). 
 
 
Abbildung 10: Die schematische Darstellung der Schichtung bei dem Semi-Dry-Blottverfahren 
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Dabei wurden zuerst auf die untere, positive Plattenelektrode drei feuchte Filterpapiere gelegt, 
auf welche dann die PVDF-Membran und anschließend das Gel platziert wurden. Den 
Abschluss bildeten drei weitere Filterpapiere und die negative Plattenelektrode. Besonders zu 
beachten war dabei, dass sich keine Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten befanden, 
die eventuell den Proteintransfer vom Gel auf die Membran beeinflussen könnten. Dieses 
System wurde für 2 h mit einer Stromstärke von 400 mA versorgt. Sobald die Übertragung 
beendet war, konnte die Membran vorsichtig entnommen werden, wobei noch eventuell 
haftende Gelreste mit Wasser entfernt wurden. Bei dem Nachweis der spezifischen Proteine 
mittels Antikörper auf der PVDF-Membran mussten die unspezifischen Bindungsstellen im 
nächsten Schritt geblockt werden. Dazu wurde die Membran für 30 min in 5 % Milch mit 
TTBS inkubiert und schrittweise mit spezifischen Antikörpern detektiert. Nach der ersten 
abgelaufenen Inkubationszeit von mindestens 3 h mit einem primären Antikörper schlossen 
sich drei Waschschritte mit TTBS für jeweils 10 min an. Danach wurde der Blot für 1-2 h mit 
dem dazugehörigen sekundären Antikörper, welcher jeweils an eine Peroxidase gekoppelt ist, 
in 1 % Milch und TTBS inkubiert. Für den Fall, dass das zu erwartende Signal schwach 
ausfällt, wurde der Blot mit einem anderen sekundären Antikörper, der allerdings an Biotin 
gekoppelt ist, gefolgt von einer Streptavidin-Peroxidase (SA), inkubiert (siehe Tabelle 20). 
Danach wurde der Blot erneut 3x10 min in TTBS gewaschen, bevor die gebundenen 
Antikörper abschließend mittels einer Chemiluminiszenz-Reaktion nachgewiesen werden 
konnten. 
 






































 SA-HRP   SA-HRP SA-HRP 
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2.2.7 Chemilumineszenz und Densitometrie 
Zur Visualisierung der spezifischen Banden wurde die Membran für 5 min in eine 
Chemilumineszenz-Lösung (Super Signal West pico Chemiluminescent Substrate, Thermo 
Fisher Scientific, Bonn) eingelegt. Die Lösung reagierte dabei mit der am sekundären 
Antikörper gebundenen Horseradish-Peroxidase (HRP). Unter Verwendung dieser kam es 
dabei zusammen mit Wasserstoffperoxid zur Umsetzung von Luminol in eine oxidierte Form. 
Mithilfe einer lichtempfindlichen Kamera (Fusion) wurden die Banden sichtbar gemacht und 
die Datei (.tif) abgespeichert. Die densitometrische Auswertung erfolgte mittels einer 
speziellen Software des Imagingsystems Fusion Solo S. 
Nach der Auswertung wurden die Substrate mit TTBS abgewaschen, sodass der jeweilige 
Blot am Ende ergänzend mit Ponceau angefärbt werden konnte. Dieser letzte Schritt diente 
dazu das Gesamtprotein auf den einzelnen Blots anzufärben und eben diese Banden nach 
gleichem Prinzip wie die spezifischen Proteinbanden auszuwerten, um aus beiden Ratios 
bilden zu können. Dies sollte mögliche Ungenauigkeiten in den einzelnen Schritten der 
Elektrophorese oder des Western Blottings, wie zum Beispiel bei der Taschenbeladung, 
ausgleichen. 
 
2.2.8 Statistische Auswertung 
In der vorliegenden Arbeit wurden alle Resultate als Mittelwert ± Standardfehler des 
Mittelwerts (MW ± SEM) angegeben. Alle molekularbiologischen Untersuchungen wurden 
als Doppellauf durchgeführt, wobei alle Banden abschließend zum Ladungsausgleich mit 
Ponceau S eingefärbt wurden. Da es sich hierbei um drei zu vergleichende Gruppen handelte, 
deren Werte jeweils normalverteilt waren, wurde die Varianz- bzw. ANOVA-Analyse 
verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.  
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3 Ergebnisse 
3.1 Charakterisierung der Versuchstiere 
3.1.1 Allgemeine physiologische Parameter 
Das Körpergewicht der mit Zigarettenrauch exponierten Mäuse reduzierte sich, wie 
Abbildung 11 und Tabelle 21 zeigen, im Vergleich zur Kontrollgruppe um 24 % (von 31,2 ± 
0,7 g auf 23,8 ± 0,5 g; p < 0,05). Diese signifikante Veränderung blieb auch in der Raucher + 
HIIT-Gruppe bestehen (23,2 ± 0,4 g; p < 0,05). 
Des Weiteren geht aus Abbildung 12 hervor, dass die Belastungsfähigkeit der Tiere, 
gemessen an der maximalen Sauerstoffaufnahme (VO2peak) in ml/min, in der Rauchergruppe, 
verglichen mit der Kontrollgruppe, signifikant absank (von 2,92 ± 0,21 ml/min auf 2,5 ± 0,23 
ml/min; p < 0,05). Dies normalisierte sich allerdings durch Sport in der Raucher + HIIT-
Gruppe mit einer maximalen Sauerstoffkapazität von 2,74 ± 0,18 ml/min wieder, sodass die 
Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe wieder aufgehoben wurde (p > 0,05). 
Bei der Untersuchung des Emphysemparameters „mean linear intercept“ (Lm) ergaben sich 
keine deutlichen Veränderungen in den drei Versuchsgruppen (Kontrollgruppe: 44,1 ± 3,8 µm 
vs. Rauchergruppe: 45,3 ± 4,0 µm vs. Raucher + HIIT-Gruppe: 44,9 ± 4,4 µm; p > 0,05).  
Andere physische Parameter wie die Tibialänge oder die verschiedenen Skelettmuskel-
Nassgewichte blieben sowohl vom Zigarettenrauch als auch von körperlicher Aktivität 
unbeeinflusst (siehe Tabelle 21). 
 
Tabelle 21: Physiologische Parameter zur Charakterisierung der Versuchstiere in der Kontroll-, Raucher- 
und Raucher + HIIT-Gruppe 
 Kontrolle  Raucher  Raucher + HIIT  
Körpergewicht (g) 31,2 ± 0,7  23,8 ± 0,5 * 23,2 ± 0,4 * 
Herzgewicht (mg)  129 ± 6  130 ± 3  140 ± 9  
Tibialänge (mm) 17,4 ± 0,2  17,5 ± 0,2  17,3 ± 0,2  
Herz/Tibia 7,41 ± 0,31 7,42 ± 0,2  8,08 ± 0,51  
Gewicht Soleus (mg) 8,09 ± 0,29  8,27 ± 0,3  8,16 ± 0,44  
Gewicht EDL (mg)  9,14 ± 0,26  9,53 ± 0,26  9,47 ± 0,34  
* p <0,05 vs. Kontrolle 
  
Abbildung 11: Körpergewicht der Versuchstiere. 
Tieren in der Rauchergruppe (* p < 0,05) und den Tieren in der Raucher + HITT
 
Abbildung 12: Maximale Sauerstoffaufnahme (VO
signifikanter Unterschied in der maximalen Sauerstoffaufnahme der Versuchstiere, der durch gleichzeitiges Intervalltraining 
in der Raucher + HIIT
 
  
Es zeigt sich eine signifikante Verringerung des Körpergewichts bei den 
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Abbildung 13: Mean linear intercep
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eine Reduktion um 20 % (p < 0,05). Die Raucher + HIIT-Gruppe war hierbei mit 0,76 ± 0,14 
mm in Bezug auf die beiden anderen Gruppen jedoch nicht signifikant verändert (p > 0,05). 
 
Tabelle 22: Echokardiographische Messung der Herzfunktion in der Kontroll-, Raucher- und Raucher + 
HIIT-Gruppe 
 Kontrolle  Raucher  Raucher + HIIT  
LVEF (%)  73,5 ± 5,8 70,7 ± 5,5  77,9 ± 4,1 **  
LVFS (%)  41,9 ± 4,9  39,6 ± 4,6  45,9 ± 3,7 **  
TAPSE (mm)  0,79 ± 0,12  0,64 ± 0,12 *  0,76 ± 0,14  
* p <0,05 vs. Kontrolle; ** p < 0,05 vs. Raucher 
 
3.2 Endothelfunktionsmessung 
3.2.1 Endothelzellabhängige Dilatationsfähigkeit 
Bei der Untersuchung der aortalen maximalen Dilatationsfähigkeit auf Basis von Acetylcholin 
zeigte sich, wie in Abbildung 14 und 15 dargestellt, bei den Tieren mit einer 20-wöchigen 
Zigarettenrauchexposition im Vergleich zur Kontrollgruppe eine Verschlechterung um 20,5 % 
(von 92,9 ± 2,9 % auf 73,9 ± 5,8 %; p < 0,01). Des Weiteren ließ sich beobachten, dass die 
endothelzellabhängige Vasodilatation mithilfe des 6-wöchigen Sportprogramms fast wieder 
auf den Ausgangswert der Kontrollgruppe gesteigert werden konnte, sodass auch zwischen 
der Rauchergruppe und der Raucher + HIIT-Gruppe ein signifikanter Unterschied von 22,1 % 
zu verzeichnen war (von 73,9 ± 5,8 % auf 90,2 ± 3,2 %; p < 0,05). 
Bei dem Vergleich der Kontrollgruppe (92,9 ± 2,9 %) mit der Raucher + HIIT-Gruppe (90,2 ± 
3,2 %) gab es keine signifikanten Veränderungen (p > 0,05). 
 
  
Abbildung 14: Endothelzellabhängige Vasodilatation bei vorkontrahierten Aortenringen durch steigende 
Acetylcholin-Konzentration. Es zeigt sich eine signifikante Verringerung der endothelialen Dilatationsfähigkeit in der 
Rauchergruppe (rot) im Vergleich zur Kontrollgruppe (grün; ** p < 0,01) und zur Raucher + HIIT
 
Abbildung 15: Maximale endothelzellabhän
Acetylcholin-Konzentration. Es zeigt sich eine signifikante Verringerung der endothelialen Dilatationsfähigkeit in der 
Rauchergruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (** p < 0,01) und zur Raucher + HIIT
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198 ± 59 nmol/L vs. Rauchergruppe: 223 
nmol/L; p > 0,05) (siehe Abbildung 16
 
Abbildung 16: Mittlere effektive Dosis (EC
 
3.2.2 Endothelzellunabhängige Dilatationsfähigkeit
Die Analyse der maximalen Di
endothelzellunabhängiger Ebene zeigte, wie aus Abbildung
Kontrollgruppe als auch der Rauchergruppe und der Raucher + HIIT
Vasodilatationsfähigkeit von 100%, 
 
  
± 83 nmol/L vs. Raucher + HIIT
). 
50) von Acetylcholin. Es ergeben sich keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den drei Versuchsgruppen. 
 
latationsfähigkeit mithilfe von Natrium
 17 ersichtlich wird, sowohl in der 
-Gruppe eine maximale 
sodass keine Unterschiede abgeleitet werden konnten
37 
 





Abbildung 17: Endothelzellunabhängige Vasodilatation bei vorkontrahierten Aortenringen durch steigende Natrium
Nitroprussid-Konzentration. In allen drei 
 
Weiterhin zeigt die Abbildung 18
auf die EC50 der Natrium
festzustellen war (Kontrollgruppe: 9,6 





Versuchsgruppen ergibt sich eine maximale Dilatationsfähigkeit von 100%.
, dass ebenso bei dem Vergleich aller drei Gruppen in Bezug 
-Nitroprussid-Konzentration kein signifikanter Unterschied 







± 7,3 nmol/L vs. 
  
Abbildung 18: Mittlere effektive Dosis (EC
Unterschiede zwischen den drei Versuchsgruppen.
 
3.3 Histologische Untersuchung
3.3.1 Messung der aortalen Mediadicke 
Zur mikroskopischen Quantifizierung extrazellulärer Umbauprozesse durch Rauchen und 
Sport wurde die durchschnittliche Mediadicke der mit Hämatoxylin
allen drei Gruppen verglichen (siehe Abbildung 19
Kontrollgruppe noch in der Rauchergruppe und 
Veränderungen beobachtet werden (47,4 








-Eosin gefärbten Aorten in 
). Dabei konnten weder in der 
in der Raucher + HIIT
± 1,5 µm vs. 47,2 ± 1,5 µm vs. 44,8 ± 1,0 µm; p = 






Abbildung 19: Durchschnittliche Mediadicke der 
 
Abbildung 20: Repräsentative histologische Schnittbilder der Mausaorten für die drei Versuchsgruppen in HE
Färbung mit Darstellung der Mediadicke (rote Linien)
 
3.4 Molekularbiologische Untersuchungen der Aorten
3.4.1 Untersuchung der Matrix
Um zu sehen, ob sich auf molekularer Ebene relevante Unterschiede im Aufbau der aortalen 
Mediaschicht nachweisen lassen, wurden die
genauer untersucht. Im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 1,0 
der MMP-9-Aktivität, wie aus Abbildung 21
mit 1,5 ± 0,7 (arb. units) noch in der Raucher + HIIT
signifikante Unterschiede (p >
ebenso wenig die MMP-2-
  
Aortenwände im histologischen Schnittbild mit HE
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-Gruppe mit 1,2 
 0,05). Des Weiteren ist in Abbildung 22 erkennbar, d













(Kontrollgruppe: 1,0 ± 0,1 (arb. units) 
HIIT-Gruppe: 1,1 ± 0,2 (arb. units)
und MMP-2-Banden werden anhand der Abb
 
Abbildung 21 MMP-9-Aktivitätsbestimmung mittels Zymographie zur Detektion möglicher Umbauprozesse in den 
Aortenwänden. Es ergeben sich in keiner der drei Gruppen signifikante Veränderungen der MMP
 
  
vs. Rauchergruppe: 1,2 ± 0,2 (arb. units) 
, p > 0,05). Die im Zymogramm entstandenen MMP
ildungen 21 und 22 repräsentativ dargestellt.
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Abbildung 22: MMP-2-Aktivitätsbestimmung mittels Zymographie zur Detektion möglicher Umbauprozesse in den 
Aortenwänden. Es ergeben sich in keiner der drei Gruppen signifikante Veränderungen der MMP
 
3.4.2 Proteinexpression der endothelialen NO
Im Anschluss an die molekularbiologis
extraendothelialer Prozesse sollten mögliche Veränderungen auf Endothelzellebene genauer 
betrachtet werden. In diesem Zusammenhang erfolgte zunächst di
Gesamtproteinexpression der eNOS
signifikante Veränderungen in der Menge der endothelialen NO
Mäusen, die Zigarettenrauch exponiert waren und denen, die anschließend sp
waren, gegenüber der Kontrollgruppe nachweisen (Kontrollgruppe: 1,0 
Rauchergruppe: 0,9 ± 0,1 (arb. units) vs. Raucher + HIIT
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Abbildung 23: Proteinexpression der totalen eNOS durch Western Blot. 
keine signifikanten Unterschiede in der Expression.
 
3.4.3 Proteinexpression der phosphorylierten
Eine weitere Möglichkeit den Einfluss der endothelialen NO
Untersuchung einer der modifizierten und 
die p-eNOS ist. Diese ist an der Position Ser
wie aus Abbildung 24 ersichtlich wird, einen 
units) in der Kontrollgruppe auf 3,2 
0,01). 
Im Vergleich zur Rauchergruppe mit 0,4 
endothelialen NO-Synthase in 
signifikant erhöht (p < 0,01). Betrachtet man die Kontroll
geringfügiger Abfall der p-eNOS
Signifikanz aufweist (p > 0,05).
phosphorylierten NO-Synthase für die drei Versuchsgruppen.
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Abbildung 24: Proteinexpression der
von eNOS, gemessen als p-eNOS/eNOS, steigt in der Raucher + HIIT
Rauchergruppe*
 
3.4.4 Proteinexpression acetylierter Proteine
Neben der Modifikation durch Phosphorylierung kann die Aktivität der eNOS auch durch 
Acetylierung reguliert werden. Betrachtet man die acetylierte und somit
zeigt sich, wie in Abbildung 25
Proteine bei den mit Zigarettenrauch behandelten Tieren (1,6 
zur Kontrollgruppe (1,0 ± 0,2 (arb. units)) und zur Raucher + HIIT
units)). In diesem Zusammenhang ist mit p 





 p-eNOS mittels Western Blot. Die Expression dieser sekundär modifizierten Form 
-Gruppe im Vergleich zu Kontroll*
* extrem signifikant an (p < 0,01). 
 
 dargestellt ist, eine deutliche Erhöhung der acetylierten 
± 0,3 (arb. units)) im Vergleich 
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 inaktive Form, so 






Abbildung 25: Proteinexpression der 
eNOS-Expression (120 kDa) im Western Blot. 
zeigt gegenüber der Kontrollgruppe und der Raucher + HIIT
 
3.4.5 Proteinexpression von gp
Als Untereinheit der NADPH
Sauerstoffradikalen gilt, wurde das Protein gp
(siehe Abbildung 26). Dieses zeigte in der Quantifizierung weder im Vergleich der 
Kontrollgruppe mit der Rauchergruppe noch mit der Raucher + HIIT
Ergebnisse (1,0 ± 0,2 (arb. units) vs. 0,7 
Die gp-91phox-Banden werden anhand der Abbildung 26
 
  
acetylierten Proteine mit spezifischer Quantifizierung einer Bande auf Höhe der 
Eine gesteigerte Expression der acetylierten Proteine in der Rauchergruppe 
-Gruppe einen deutlichen Trend nach oben (p < 0,1).
-91phox 
-Oxidase, welche als Leitenzym für die Produktion von 
-91phox (auch bekannt als Nox
-Gruppe signifikante 







 > 0,05). 
 
  
Abbildung 26: Proteinexpression von gp
drei Versuchsgruppen 
 
3.4.6 Proteinexpression von 
Die Analyse der antioxidativen Enzyme
Sauerstoffradikalen dienen und dabei zur Erhöhung der NO
brachten, wie in den Abbildungen 27 und 28
hervor. Die SOD-1, welche vor allem 
für die Kontrollgruppe, mit 1,0 




-91phox als Untereinheit der NADPH-Oxidase im Western Blot. 
zeigen sich signifikante Veränderungen. 
SOD-1 und SOD-2 
 SOD 1 und 2, welche der Metabolisierung von 
-Bioverfügbarkeit beitragen, 
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± 0,1 (arb. units) für die Rauchergruppe und
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Abbildung 27: Proteinexpression des Enzyms SOD
keine 
 
Ebenso bestehen bei der mitocho
(siehe Abbildung 28). In der 
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dazu ein geringfügig höherer Wert von 1,1 
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4 Diskussion 
Das primäre Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen von Rauchen und anschließendem 
körperlichen Training auf die Endothelfunktion der Blutgefäße am Tiermodell zu 
untersuchen. Da die Folgen dieser exogenen Faktoren hierbei in direktem Zusammenhang 
betrachtet wurden, ergeben sich aus den gewonnenen Ergebnissen folgende Aussagen: 
 
1. Zigarettenrauch schränkt die körperliche Belastungsfähigkeit, gemessen an der 
maximalen Sauerstoffaufnahme, ein. Dabei kommt es bereits vor der Induktion eines 
Lungenemphysems zur Verschlechterung der Funktion des Herzens und des 
Gefäßendothels. 
 
2. Hochintervalltraining kann zigarettenrauchinduzierte extrapulmonale Veränderungen, 
wie die gestörte Endothelfunktion, rückgängig machen und damit auch die körperliche 
Belastungsfähigkeit wieder normalisieren. 
 
3. Dieses intensive körperliche Training hat dabei vor allem einen Einfluss auf die 
Bioverfügbarkeit von Stickstoffmonooxid. 
 
4. In Bezug auf die NO-Bioverfügbarkeit wird nicht die Gesamtmenge des Enzyms 
beeinflusst, sondern vielmehr das Verhältnis zwischen aktivierter und inaktivierter 
eNOS. 
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4.1 Die pulmonalen und extrapulmonalen Folgen der chronischen 
Zigarettenrauchexposition 
4.1.1 Der Einfluss des Zigarettenkonsums auf die Lungenstruktur und allgemeine 
physische Parameter 
Es gibt bereits eine Vielzahl an Arbeiten, die die schwerwiegenden Folgen des chronischen 
Zigarettenkonsums aufzeigen. Zu diesen gehören neben der Bildung eines Lungenemphysems 
auch die damit häufig assoziierten extrapulmonalen Veränderungen am Herzen, dem 
Gefäßsystem (Talukder et al. 2011) oder der Skelettmuskulatur (Rinaldi et al. 2012). 
Allerdings gibt es in Bezug auf die Betrachtung der pulmonalen und extrapulmonalen 
Veränderungen noch Unklarheiten darüber, welche dieser Folgen zuerst auftreten bzw. 
welche davon wiederum andere bedingen. 
In der vorliegenden Studie konnte nach 20-wöchigem Konsum von Zigarettenrauch kein 
Nachweis für eine veränderte Lungenstruktur erbracht werden. Der Emphysemparameter 
„mean linear intercept“ blieb so gut wie unbeeinflusst, sodass ein Lungenemphysem bei den 
Tieren in der Rauchergruppe ausgeschlossen werden konnte. 
Die Mehrheit der bisherigen Studien erbringt zwar einen Zusammenhang zwischen 
chronischem Zigarettenkonsum und Emphysembildung, allerdings zeigt die aktuelle 
Datenlage auch, dass die Veränderungen der Lungenstruktur häufig erst nach einer 
mindestens 24-wöchigen Zigarettenrauchexposition auftreten (D'hulst et al. 2005; Gosker et 
al. 2009). Dies könnte somit auch die unveränderte Lungenstruktur trotz dauerhaftem 
Zigarettenkonsum in der vorliegenden Arbeit erklären. 
In Bezug auf allgemeine physische Parameter wie dem Körpergewicht, der Muskelmasse und 
der Tibialänge entsprechen frühere Arbeiten den vorliegenden Ergebnissen (Barreiro et al. 
2012). Dabei konnte sowohl damals wie auch heute gezeigt werden, dass Zigarettenkonsum 
von weniger als einem halben Jahr zwar zu einer deutlichen Reduktion des Körpergewichtes 
führt, nicht aber zu Veränderungen der Muskelmasse oder der Tibialänge.  
 
4.1.2 Der Einfluss des Zigarettenkonsums auf das Herz 
Auch ohne Ausprägung eines Lungenemphysems ergaben sich zahlreiche Veränderungen auf 
extrapulmonaler Ebene wie beispielsweise der Herzfunktion. Die echokardiographischen 
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Untersuchungen der vorliegenden Studie zeigten bei den Tieren in der Rauchergruppe eine 
stark reduzierte rechtsventrikuläre Funktion. So geht bereits 2011 aus einer Arbeit von 
Seimetz et al. hervor, dass lang andauernder Zigarettenkonsum zu kardialer Dysfunktion 
führen kann, bei der vor allem die rechtsventrikuläre Funktion stark gefährdet ist (Seimetz et 
al. 2011). Diese sowohl älteren als auch aktuellen Resultate entsprechen ebenso einer 
weiteren, neueren Studie von Vang et al., die nachweisen konnten, dass die rechtsventrikuläre 
Funktion, gemessen anhand der TAPSE, durch Zigarettenrauch bereits nach sechs Wochen 
deutlich abnimmt (Vang et al. 2017). 
Neben der Funktionsverschlechterung des rechten Herzens blieb die linksventrikuläre 
Funktion nach 20-wöchigem Zigarettenkonsum allerdings noch weitestgehend unbeeinflusst, 
was sich in anderen Studien ebenfalls widerspiegelt (Vang et al. 2017, Hassel et al. 2014). 
 
4.1.3 Der Einfluss des Zigarettenkonsums auf das Gefäßsystem  
In der vorliegenden Arbeit konnten zusätzlich zu den bereits beschriebenen kardialen Folgen 
auch die Auswirkungen des Zigarettenkonsums auf das vaskuläre System aufgezeigt werden. 
Die Ergebnisse zeigten, dass die Tiere der Rauchergruppe eine signifikant reduzierte 
endothelzellabhängige Vasodilation aufwiesen. Im Gegensatz dazu blieb die 
endothelzellunabhängige Dilatationsfähigkeit unbeeinflusst. Diese Beobachtung lässt die 
Vermutung zu, dass der Effekt des Rauchens hauptsächlich zu einer reinen Dysfunktion des 
Endothels führt und die glatte Muskulatur nicht beeinträchtigt. 
Des Weiteren konnte in Bezug auf das endotheliale Dilatationsvermögen beobachtet werden, 
dass sich diese Dysfunktion erst bei höheren Konzentrationen von Acetylcholin manifestiert. 
Die Ursache hierfür bleibt unklar, allerdings könnte dies auf Unterschiede in der Sensitivität 
oder Dichte der Membranrezeptoren zurückzuführen sein. Ähnliche Resultate finden sich 
nach chronischem Zigarettenkonsum auch in anderen Studien, bei denen sowohl Mäuse 
(Talukder et al. 2011) als auch Menschen (Sharif et al. 2009) untersucht wurden. Sharif et al. 
wiesen so beispielsweise bei denjenigen Studienteilnehmern, die zum Zeitpunkt der 
Datenerhebung rauchten, nach, dass der andauernde Zigarettenkonsum, im Gegensatz zu den 
Probanden, die Nicht- oder Exraucher waren, ebenfalls zu einer Endotheldysfunktion führt. 
Demgegenüber ließen sich bei der Betrachtung der EC50 keine relevanten Unterschiede 
zwischen Kontroll- und Rauchergruppe darstellen. Die mittlere effektive Dosis, die allgemein 
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notwendig ist, um einen halbmaximalen Effekt zu erzielen, wurde hierbei nicht wesentlich 
beeinflusst, da erst bei höheren Konzentrationen von Acetylcholin eine Einschränkung der 
maximalen Dilatationsfähigkeit auftrat.  
 
4.1.4 Der Einfluss des Zigarettenkonsums auf die körperliche Belastungsfähigkeit 
Mit der Verminderung der Herz- und Endothelfunktion einhergehend, ergab sich aus der 
vorliegenden Studie eine weitere wichtige Erkenntnis: die Belastungsfähigkeit der Tiere in der 
Rauchergruppe, gemessen anhand der maximalen Sauerstoffaufnahme, sank signifikant um 
etwa 15 %. Ähnliches geht auch aus einer Arbeit von Elbehairy et al. hervor, bei der 
symptomatische Raucher mit einem erhöhten COPD-Risiko eine signifikant schlechtere 
maximale Sauerstoffaufnahme hatten und dementsprechend eine deutlich schlechtere 
Belastungstoleranz als die zu vergleichende Nichtrauchergruppe aufwiesen (Elbehairy et al. 
2016). 
Daraus lässt sich, unter Einbezug aller genannten pulmonalen und extrapulmonalen Resultate, 
ableiten, dass chronischer Zigarettenkonsum die körperliche Belastungsfähigkeit bereits vor 
nachweisbaren Veränderungen der Lungenstruktur reduziert. Dies könnte einerseits ein 
direkter Effekt des Rauchens sein oder aber sekundär durch die Beeinträchtigung der Herz- 
und Endothelfunktion auftreten. 
 
4.2 Der Einfluss von intensivem Hochintervalltraining auf die 
zigarettenrauchinduzierten extrapulmonalen Veränderungen 
4.2.1 Der Einfluss von HIIT auf das Herz 
Parallel zu den Folgen des 20-wöchigen Zigarettenkonsums wurden auch die Auswirkungen 
von körperlichem Training auf die exponierten Tiere untersucht. Das Training von sechs 
Wochen verbesserte im Vergleich zur inaktiven Rauchergruppe zum einen die 
linksventrikuläre systolische Funktion (z.B. LVEF und LVFS) und konnte zum anderen die 
durch zigarettenrauchinduzierte Verschlechterung der TAPSE wieder rückgängig machen.  
Eine Verbesserung der linksventrikulären Funktion durch sportliche Aktivität konnte ebenso 
in einer Studie von Erbs et al. erzielt werden, bei der herzinsuffiziente Patienten insgesamt 12 
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Wochen auf dem Ergometer mit einer Belastung zwischen 50 und 60 % der maximalen 
Sauerstoffaufnahme trainierten (Erbs et al. 2010). Die rechtsventrikuläre Funktion wurde in 
diesem Zusammenhang nicht näher betrachtet. 
In einer anderen Arbeit von Hassel et al. wurde hingegen dargestellt, dass zwar die 
rechtsventrikuläre Funktion bei Zigarettenrauch exponierten Mäusen durch ein vierwöchiges 
Training verbessert werden konnte, jedoch die linksventrikuläre Funktion nicht wesentlich 
beeinflusst wurde (Hassel et al. 2014). Grund für den fehlenden Effekt auf die 
linksventrikuläre Funktion im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit könnte unteranderem eine 
zu kurze Trainingsperiode sein. Die Versuchstiere litten des Weiteren an einer manifesten 
COPD. Somit liegt die Vermutung nahe, dass auch das linke Herz als nachgeschaltetes Organ 
und aufgrund der deutlich reduzierten Lungenfunktion bereits Schaden genommen hatte. 
Diese Vorschädigung könnte deshalb eine Ursache dafür sein, dass sich die linksventrikuläre 
Funktion mithilfe des Sportprogramms in vier Wochen nicht so schnell wieder erholen konnte 
wie ohne diese Einschränkung durch die COPD oder durch einen längeren Zeitraum 
sportlicher Aktivität. 
Anders verhielt es sich in einer Studie von Bronstad et al. nach zehn Wochen Training. Es 
konnte sowohl eine Verbesserung der links- als auch der rechtsventrikulären Funktion bei 
COPD-Patienten erreicht werden (Bronstad et al. 2013; Alves et al. 2012). Dabei vollzogen 
die Patienten entweder ein moderates Training oder HIIT, wobei beide Sportprogramme, 
ähnlich wie in der aktuellen Studie, einen merklich positiven Effekt auf die systolische 
Herzfunktion hatten. Dies deutet darauf hin, dass sowohl ein längerer Trainingszeitraum als 
auch Begleiterkrankungen der Lunge wichtige Einflussfaktoren für die Regeneration der 
Herzleistung darstellen. 
 
4.2.2 Der Einfluss von HIIT auf die Blutgefäße 
Neben den Effekten für das Herz liefert die aktuelle Studie auch wichtige Daten dazu, welche 
Auswirkungen körperliche Aktivität auf die durch Rauchen geschädigten Blutgefäße hat. In 
diesem Zusammenhang fällt besonders die veränderte aortale Dilatationsfähigkeit in Folge 
des HIIT-Programms auf. Die gestörte Endothelfunktion hat sich dabei nach sechswöchigem 
Hochintervalltraining wieder vollständig normalisiert. 
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Da die Zigarettenrauchexposition während dieser Zeit fortgesetzt wurde, kann ausgeschlossen 
werden, dass regenerative Effekte, die allein durch die Tabakentwöhnung nach kurzer Zeit 
eintreten, die Ergebnisse der Studie für den sportlichen Einfluss verfälscht haben. Daraus lässt 
sich ableiten, dass eine durch Rauchen herbeigeführte endotheliale Dysfunktion allein durch 
HIIT wieder normalisiert werden kann. 
Bisherige Studien zeigten bereits für Patienten mit koronarer Herzkrankheit (KHK) 
(Hambrecht et al. 2003) oder Herzinsuffizienz (Hambrecht et al. 1998; Erbs et al. 2010) einen 
positiven Effekt von Sport auf die Endothelfunktion. Doch mit der aktuellen Arbeit kann nun 
erstmals nachgewiesen werden, dass ebenso kardiovaskuläre Folgen des dauerhaften 
Rauchens, die sich schon vor der Ausprägung pulmonaler Veränderungen, wie dem 
Lungenemphysem, manifestiert haben, normalisiert werden können.  
Dies unterstreicht den hohen Stellenwert von Sport im Alltag, da chronischer 
Zigarettenkonsum weiterhin ein weit verbreitetes „Problem“ in der heutigen Gesellschaft 
darstellt und sowohl Jung als auch Alt anspricht, wohingegen die KHK und Herzinsuffizienz 
wiederum eher Krankheiten des älteren Menschen sind. 
Bei der Untersuchung der Einflüsse auf Prozesse außerhalb der Endothelzellen ließen sich 
allerdings, wie schon beim Rauchen, keine bedeutenden Veränderungen aufzeigen. Die 
endothelzellunabhängige Dilatationsfähigkeit blieb unverändert, sodass davon ausgegangen 
werden kann, dass das sechswöchige Sportprogramm allein auf das Endothel wirkt und damit 
zu einer verbesserten Dilatationsfähigkeit der Aorten führt. 
Einige frühere Studien, darunter auch Belardinelli et al., konnten ebenfalls keinen Effekt des 
körperlichen Trainings auf die endothelzellunabhängige Vasodilatation eruieren. Es wurde 
lediglich gezeigt, dass sich ein achtwöchiges, moderates Ergometrie-Training bei 
herzinsuffizienten Patienten, die ebenso wie die mit Zigarettenrauch exponierten Mäuse in der 
vorliegenden Studie eine endothelilale Dysfunktion aufwiesen, zwar positiv auf die 
endothelzellabhängige aber nicht auf die endothelzellunabhängige Dilatationsfähigkeit 
auswirkt (Belardinelli et al. 2005). 
Im Gegensatz dazu gibt es vereinzelt Arbeiten, die einen signifikanten Nachweis für den 
positiven Effekt von Sport auf die endothelzellunabhängige Vasodilatation erbringen konnten. 
In diesem Zusammenhang demonstrierten Parnell et al., dass sich bei sportlich aktiven und 
herzinsuffizienten Patienten sowohl Acetylcholin- als auch Natrium-Nitroprussid-abhängig 
der Blutfluss im Unterarm verbessert (Parnell et al. 2005). Das achtwöchige 
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Trainingsprogramm wurde individuell auf die Patienten zugeschnitten und bestand aus einem 
Geh-, Ergometrie- und Hanteltraining. 
Dies könnte auch gleichzeitig ein Grund dafür sein, dass das Ergebnis für die 
endothelzellunabhängige Dilatationsfähigkeit anders als in den genannten Studien aussah, in 
denen vor allem ein Ausdauertraining durchgeführt wurde. Die Kombination aus Ausdauer- 
und Widerstandstraining könnte in unterschiedlichem Maße auf die glatte Muskulatur in den 
Blutgefäßen wirken und so deren Ansprechbarkeit auf Stickstoffmonooxid als zentralen 
Faktor des Dilatationsvermögens unterschiedlich beeinflussen. 
 
4.2.3 Der Einfluss von HIIT auf die körperliche Belastungsfähigkeit 
Nicht nur das kardiovaskuläre System, sondern auch die körperliche Belastungsfähigkeit, 
gemessen an der maximalen Sauerstoffkapazität, wurde maßgeblich von dem durchgeführten 
Intervalltraining beeinflusst. Das 6-wöchige Programm sorgte dafür, dass sich die maximale 
Sauerstoffaufnahme wieder normalisierte. Auch in der bereits beschriebenen Studie von 
Bronstad et al. sorgte Sport, sowohl in Form des moderaten als auch des 
Hochintervalltrainings, zu einer Steigerung der Belastungsfähigkeit bei COPD-Patienten nach 
zehn Wochen (Bronstad et al. 2013).  
Ebenso wiesen Hambrecht et al. korrelierend mit der verbesserten Endothelfunktion eine um 
26 % gesteigerte maximale Sauerstoffaufnahme bei Herzinsuffizienz-Patienten nach, die sich 
für sechs Monate einem Sportprogramm unterzogen (Hambrecht et al. 1998). 
Diese Resultate suggerieren, zusammen mit denen der vorliegenden Arbeit, dass sich mit 
einem länger andauernden Sportprogramm auch die Belastungsfähigkeit deutlich verbessern 
lässt. Weiterhin zeigen sie deutlich, dass die negativen Auswirkungen des Zigarettenrauchs 
auf extrapulmonale Systeme mithilfe des Hochintervalltrainings trotz fortbestehenden 
Konsums rückgängig gemacht werden können. Darüber hinaus wird das gesamte 
kardiovaskuläre System gestärkt, sodass daraus auch eine verbesserte körperliche 
Belastungsfähigkeit bei sportlich aktiven Rauchern im Vergleich zu körperlich inaktiven 
Rauchern resultiert. 
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4.3 Die molekularbiologische Erklärung für die vaskulären Effekte von 
Rauchen und Sport  
Die Zigarettenrauchexposition mit anschließendem intensivem Hochintervalltraining brachte 
vor allem im Hinblick auf die Dilatationsfähigkeit und damit der Endothelfunktion deutliche 
Veränderungen mit sich, die Fragen nach den molekularbiologischen Ursachen aufwarfen. 
Für die Regulation der Gefäßweitstellung stellt in diesem Zusammenhang das 
Stickstoffmonooxid einen sehr wichtigen Mediator dar, sodass sich die Untersuchungen der 
vorliegenden Arbeit vor allem auf die Signalkaskaden rund um die NO-Bioverfügbarkeit 
innerhalb der Endothelzellen fokussierten. 
 
4.3.1 Endothelzellunabhängige Veränderungen 
Mögliche extrazelluläre Umbauprozesse und Gefäßwandveränderungen infolge des Rauchens 
sowie des Sports konnten zu Beginn mithilfe der histologischen Untersuchung der 
Mediadicke und der MMP-2/9-Aktivitätsbestimmung ausgeschlossen werden, da sich hierbei 
keinerlei signifikante Veränderungen in den drei Versuchsgruppen ergaben. 
Hätte das Rauchen nicht nur die Endothelzellen, sondern auch die glatte Muskulatur und die 
extrazelluläre Matrix geschädigt, so wäre es aufgrund einer chronischen Entzündungsreaktion 
und Zellschädigung zum Remodelling mit reaktiver Proliferation der glatten Muskulatur und 
zu extrazellulären Umbauprozessen gekommen. Dies hätte sich zum einen in einer verdickten 
Media und zum anderen in einer verstärkten Expression der MMP’s widergespiegelt (Messner 
und Bernhard 2014). 
 
4.3.2 Endothelzellabhängige Veränderungen 
4.3.2.1 Die eNOS-Expression 
Nachdem die Untersuchung der endothelzellunabhängigen Prozesse keine signifikanten 
Veränderungen erbrachte, lag der Fokus im weiteren Verlauf auf dem Gefäßendothel und 
damit zunächst der genaueren Betrachtung der Proteinexpression der totalen eNOS. 
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Entgegen den Erwartungen brachte diese allerdings keine wesentlichen Veränderungen mit 
sich. Frühere Studien zeigten allerdings, dass Rauchen durchaus die eNOS-Proteinexpression 
verringern kann und damit einen negativen Einfluss auf die Endothelfunktion hat (Barua et al. 
2001; Su et al. 1998; Zhang et al. 2006). Sue et al. nutzten für diesen Nachweis 
Endothelzellen, welche direkt einem Zigarettenrauchextrakt exponiert wurden. Eine ähnliche 
Methode wandten auch Zhang et al. an, die damit wiederum ähnliche Ergebnisse erzielten 
(Zhang et al. 2006). Eine mögliche Begründung für die unterschiedlichen Resultate im 
Vergleich zur vorliegenden Arbeit könnte dabei der wahrscheinlich viel stärkere Effekt durch 
die direkte Interaktion der Zellen mit dem Toxin sein. In der aktuellen Studie wurde die 
Exposition am lebenden Mausmodell vorgenommen, sodass dabei noch immer körpereigene 
und antioxidative Schutzmechanismen aktiv gewesen sein könnten, um die toxischen 
Auswirkungen zu minimieren. Im Gegensatz dazu konnte der Zigarettenrauch in den beiden 
anderen Studien direkt auf die ungeschützten Endothelzellen wirken. 
Ein weiterer Mechanismus, der Einfluss auf die NO-Bioverfügbarkeit hat, wird in der 
Literatur von Talukder et al. diskutiert und könnte auch hier einen potentiellen 
Erklärungsansatz bieten (Talukder et al. 2011). Dabei führt verstärkter oxidativer Stress zur 
Entkopplung der endothelialen NO-Synthase ohne jedoch die Gesamtmenge der eNOS zu 
verändern. Es entstehen in diesem Zusammenhang Superoxide anstelle des 
Stickstoffmonooxids. Dies hat zur Folge, dass kein NO mehr zur Gefäßdilatation zur 
Verfügung steht und die zusätzlich dazu entstehenden Sauerstoffradikale die 
Endothelfunktion stören. Die eNOS ist allerdings weiterhin aktiv, sodass diese 
“Doppelfunktion“ die unveränderte Proteinexpression bei reduzierter Dilatationsfähigkeit in 
der aktuellen Studie erklären könnte. 
 
4.3.2.2 Die sekundär modifizierte eNOS-Expression 
Da mit der unveränderten Gesamtproteinexpression der eNOS noch keine 
molekularbiologische Ursache für die zigarettenrauchinduzierte endotheliale Dysfunktion und 
anschließender Normalisierung durch Sport gefunden werden konnte, muss ein anderer 
Mechanismus für eine reduzierte NO-Bioverfügbarkeit verantwortlich sein. Der nächste 
Untersuchungsschritt sollte sich deshalb auf die sekundär modifizierten Formen der 
endothelialen NO-Synthase und damit dem Verhältnis zwischen aktivem und inaktivem 
Enzym beziehen. Zu diesen verschiedenen Modifikationsformen gehören beispielsweise die 
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Phosphorylierung oder auch Acetylierung, mithilfe derer die eNOS aktiviert oder auch 
gehemmt werden kann. In diesem Zusammenhang wurde zunächst die am Serinrest 1177 
phosphorylierte und folglich aktivierte eNOS betrachtet. Für die Proteinexpression ließen sich 
bei den rein dem Zigarettenrauch exponierten Mäusen keine Veränderungen ableiten. Im 
Gegensatz dazu zeigte die acetylierte Form des Enzyms jedoch eine deutliche Tendenz für ein 
erhöhtes Aufkommen, sodass sich daraus am ehesten auf eine verminderte NO-Verfügbarkeit 
schließen ließ, die zur endothelialen Dysfunktion beigetragen haben könnte.  
Des Weiteren zeigte sich, dass die durch chronische Zigarettenrauchexposition herbeigeführte 
endotheliale Dysfunktion durch intensives Hochintervalltraining wieder normalisiert werden 
konnte. Auch wenn die Proteinexpression der Gesamt-eNOS dabei nicht verändert war, so hat 
der stark erhöhte Anteil der phosphorylierten eNOS an der Gesamtproteinmenge einen 
entscheidenden Einfluss auf die Verbesserung der aortalen Dilatationsfähigkeit. 
Auch Hambrecht et al. kamen zu dem Ergebnis, dass es bei sportlich aktiven Patienten mit 
koronarer Herzkrankheit durch Steigerung der Phosphorylierung an der Stelle Ser1177 zu einer 
Aktivitätserhöhung dieses Enzyms und somit zu einer erhöhten Konzentration von 
bioverfügbarem NO kommt (Hambrecht et al. 2003). Dies führte ebenso wie in der aktuellen 
Arbeit zu einer Verbesserung der Endothelfunktion bei den jeweiligen Versuchsgruppen. In 
einer weiteren Studie konnte beobachtet werden, dass eine direkte Exposition von 
Endothelzellen gegenüber laminären Scherkräften, wie sie auch bei sportlicher Aktivität 
auftreten, zu einer spezifisch gesteigerten Phosphorylierung an der Stelle Ser1177 der eNOS 
führte. Dies suggeriert, dass diese Stelle als eine Art Sensor für Scherkräfte fungiert, die 
ihrerseits besonders durch sportliche Aktivität verstärkt werden können und folglich zu einem 
Anstieg der Enzymaktivität und damit der NO-Produktion führen (Gallis et al. 1999). 
 
4.3.2.3 Der Einfluss von oxidativem Stress auf Enzyme 
Um des Weiteren den Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies, die bei chronischem 
Zigarettenkonsum vermehrt (Vlahos und Bozinovski 2014) bzw. bei sportlicher Aktivität 
vermindert (Durrant et al. 2009) vermutet werden, auf die NO-Bioverfügbarkeit zu ermitteln, 
wurden sowohl die antioxidativen Enzyme SOD-1 und 2 als auch die gp91phox-Untereinheit 
der ROS-erzeugenden NADPH-Oxidase untersucht. 
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Jedoch fanden sich weder bei oxidativen noch bei den antioxidativen Enzymen signifikante 
Veränderungen der Proteinexpression nach 20-wöchiger Zigarettenrauchexposition mit 
anschließendem 6-wöchigem Intervalltraining. In diesem Zusammenhang konnten Seimetz et 
al. zwar nachweisen, dass chronische Zigarettenrauchexposition bereits frühzeitig mit einer 
Hochregulation der NADPH-Oxidase einhergeht, jedoch wurden diese Ergebnisse nicht in der 
Aorta, sondern in der Lunge und den Lungengefäßen erbracht, also dem Ort der direkten 
Schadstoffeinwirkung (Seimetz et al. 2009). Dies legt die Vermutung nahe, dass das Rauchen 
so zwar schon frühzeitig auf die Enzyme in der Lunge, aber noch nicht in den peripheren 
Gefäßen wirkt. 
In einer anderen Arbeit von Durrant et al. konnte zumindest in Bezug auf den Einfluss von 
Sport in Form eines 10- bis 14-wöchigen Trainings im Laufrad gezeigt werden, dass 
oxidativer Stress durch eine gesteigerte Aktivität der SOD und einer erniedrigten 
Proteinexpression der NADPH-Oxidase supprimiert werden konnte (Durrant et al. 2009). 
Dies verleitet zu der Annahme, dass der fast halb so lange Zeitraum von sechs Wochen noch 
nicht lang genug war, um neben der p-eNOS-Expression auch die Expression antioxidativer 
Enzyme zu fördern bzw. die der oxidativen Enzyme zu hemmen. 
Zusammengefasst lässt sich somit in Bezug auf die molekularbiologischen Ursachen für die 
veränderte Dilatationsfähigkeit der Aorta bei dauerhaftem Zigarettenkonsum und 
zusätzlichem HIIT sagen, dass der Hauptangriffspunkt in beiden Fällen auf der NO-
Bioverfügbarkeit liegt. Dabei zeigt sich in der vorliegenden Studie, dass vor allem sekundäre 
Modifikationen wie Phopshorylierung und Acetylierung in einem Zeitraum von 26 Wochen 
eine Rolle spielen. Diese Mechanismen sorgen dafür, dass zum einen durch 
Herunterregulation der eNOS die Endothelfunktion erheblich gestört wird und zum anderen 
durch Heraufregulation die Funktion des Gefäßendothels, trotz anhaltender 
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5 Limitationen 
Wie die meisten Studien, bietet auch die vorliegende Arbeit einige Limitationen. Zunächst 
ergeben sich in Bezug auf den Zusammenhang zwischen dem gewählten Mausmodell des 
Stammes A/JOlaHsd und der Sensitivität zur Ausbildung eines Lungenemphysems zum Teil 
unterschiedliche Ergebnisse. Aus einer Arbeit von March et al. geht hervor, dass die Tiere 
ebendieses Mausmodells nach 15 Wochen Zigarettenrauchexposition ebenso wie die Tiere 
eines anderen Stammes Lungenemphyseme ausbilden. Allerdings unterschieden sich die 
Modelle in der Schwere der Ausprägung, wobei besonders die Tiere des A/J- Stammes 
schwerwiegende Emphyseme bildeten und eine ausreichend hohe Sensitivität zur Ausbildung 
eines Emphysem zeigten (March et al. 2005). 
Demgegenüber kommen andere Studien, so auch Yao et al. zu dem Ergebnis, dass der Stamm 
A/JOlaHsd nicht so sensibel wie beispielsweise Tiere des Stammes C57BL/6J auf 
Zigarettenrauch reagieren und damit weniger Lungenemphyseme bilden (Yao et al. 2008). 
Aufgrund dieser gegensätzlichen Datenlage ist nicht mit absoluter Sicherheit auszuschließen, 
dass es bei einem eindeutig nachgewiesenen sensibleren Mausmodell nicht doch zur 
Ausprägung eines Lungenemphysems gekommen wäre. Allerdings bleibt dann wiederum die 
Frage im Raum stehen, welches der beiden Mausmodelle einen engeren Bezug zur 
menschlichen Lunge besitzt oder ob dies, genauso wenig wie bei Menschen, auch bei Mäusen 
nicht pauschalisiert werden kann bzw. sollte.  
Ein weiterer wichtiger Punkt, den es zu bedenken gilt, ist die Länge des ausgewählten 
Interaktionszeitraumes. So waren Veränderungen der Lunge häufig erst nach 24-wöchiger 
Zigarettenrauchexposition deutlich zu erkennen, sodass hier möglicherweise ein längerer 
Zeitraum andere Ergebnisse erbracht hätte. Zudem wurde mithilfe des Parameters „mean 
linear intercept“ über die Emphysembildung geurteilt, wobei in früheren Studien zum Teil 
noch weitere Werte wie die Volumendichte im Alveolarraum, die sogenannte “Elastance“ als 
Kehrwert der Lungencompliance oder die Charakterisierung von Entzündungsparametern im 
Lungengewebe einbezogen wurden, sodass sich daraus eine insgesamt bessere Aussagekraft 
zur Lungenstruktur ermitteln ließ (March et al. 2005; Guerassimov et al. 2004). 
Ein zusätzlich limitierender Faktor für diese Studie ist die Tatsache, dass die NO-
Bioverfügbarkeit im Allgemeinen schwierig zu ermitteln ist. Das NO ist sehr flüchtig, sodass 
es aufwendig und schwieriger nachzuweisen ist. 
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Des Weiteren erbrachte die Präparation der Mausaorten nur eine relativ geringe Menge an 
Probenmaterial, sodass im Rahmen der zahlreichen Versuche unter Umständen nicht immer 
ausreichend Gewebe für einen eindeutigen Nachweis verschiedener Enzyme vorhanden war. 
So ergaben sich beispielsweise bei dem Versuch, durch Immunpräzipitation die 
phosphorylierte NO-Synthase direkt nachzuweisen, keine verwertbaren Ergebnisse aufgrund 
der zu geringen Materialmenge. Trotzdem bietet diese spezielle Methode einen Ansatz, eben 
dieses Enzym und eventuell noch weitere Unterformen gezielt nachzuweisen und so 
Genaueres über verschiedene Modulationsformen der eNOS herauszufinden. 
Ein ähnliches Problem begrenzte auch die Untersuchung einer möglichen Entkopplung der 
eNOS. Durch die geringe Menge an Material war es nach den bereits durchgeführten 
Versuchen nicht mehr möglich dieser These zusätzlich nachzugehen. Dies bietet folglich eine 
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6 Ausblick 
Aufgrund der vorliegenden Resultate stellt HITT einen besonders präventiven Ansatz für 
Patienten im präemphysemalen Stadium einer COPD dar. Da die vorliegenden Ergebnisse 
trotz anhaltenden Konsums während der Trainingsphase erreicht wurden, untermauert sie die 
Effektivität dieser. Solch eine Form der Prävention könnte besonders für Patienten mit 
erhöhtem COPD-Risiko, die es mit dem Rauchen nicht schaffen aufzuhören, eine Alternative 
darstellen. Sie könnte die Progression kardiovaskulärer und vermutlich auch weiterer 
körperlicher Schäden, die gleichwohl die körperliche Leistungsfähigkeit einschränken, 
minimieren oder gar aufhalten. Ebenso ist es wahrscheinlich, dass dieses spezielle Training 
die Auswirkungen und die Symptomatik der bereits manifesten COPD mindern kann. 
Des Weiteren ergeben sich aufgrund der Erkenntnisse zu den molekularbiologischen 
Hintergründen Angriffspunkte für eine Pharmakotherapie. Da Rauchen und Sport besonders 
auf das Verhältnis zwischen aktiven und inaktiven eNOS-Formen einwirkt, könnten zukünftig 
auch Medikamente, die beispielsweise die Phosphorylierung der eNOS an der Stelle Ser1177 
triggern, eingesetzt werden, um die genannten Folgen des Rauchens zu verhindern. Genauso 
können hemmende Pharmaka, wie beispielsweise SIRT-spezifische Aktivatoren, eingesetzt 
werden, die die Menge der deacetylierten und damit aktiven Form der Synthase steigern. 
Es wäre wünschenswert, dass trotz dieser alternativen Maßnahmen das Rauchen eingestellt 
wird, da dies immer noch eine der besten Möglichkeiten ist, den Körper vor den langfristigen 
Folgen zu schützen. Da jedoch sowohl aktiver als auch passiver Zigarettenkonsum in der 
aktuellen Wohlstandsgesellschaft eine große Rolle spielen, bieten die genannten Ansätze 
zumindest eine Hilfestellung, um frühzeitige und noch nicht spürbare körperliche 
Auswirkungen zu minimieren. Des Weiteren können diese bei Patienten mit vermehrter 
Symptomatik auch supportiv wirken, um die Regeneration des kardiovaskulären Systems 
stärker zu fördern. 
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Gesundheit und Krankheit können nah beieinander liegen. Einerseits gibt es in der heutigen 
Gesellschaft das ständige Streben nach einem gesunden und starken Körper, der sportlich 
aktiv ist und sich ausgewogen ernährt. Andererseits will sich jedoch niemand die Freiheit 
nehmen lassen auch einmal vom gesunden Lebensweg abzukommen und sich Lastern wie 
dem Alkohol- oder Zigarettenkonsum hinzugeben. Der regelmäßige Zigarettenkonsum hat 
allerdings gravierende Folgen für den gesamten Körper. Dem Großteil der Bevölkerung ist 
durchaus bewusst, dass die Lunge geschädigt wird, jedoch fehlt häufig das Verständnis 
darüber, wie weitgreifend diese Noxe auch andere Organsysteme beeinflussen kann. 
Weiterhin steht die Frage im Raum, was man gegen diese Veränderungen tun kann, um diese 
aufzuhalten oder gar rückgängig zu machen. 
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Aus diesem Grund beleuchtet die vorliegende Arbeit die Auswirkungen von Rauchen und 
anschließendem körperlichen Training auf die Endothelfunktion der Blutgefäße am 
Tiermodell. 
Zunächst konnte gezeigt werden, dass andauernder Zigarettenkonsum zu einer 
Endotheldysfunktion führte, die wiederum die Dilatationsfähigkeit der Aorta stark 
einschränkt. Des Weiteren zeigt die Arbeit, dass intensives Hochintervalltraining dazu führt, 
dass solche zigarettenrauchinduzierten extrapulmonalen Veränderungen rückgängig gemacht 
werden und ebenso die eingeschränkte Belastungsfähigkeit der Rauchergruppe wieder 
normalisiert wird. Diese Erkenntnisse legen aufgrund eines fehlenden Emphysemnachweises 
in diesem Stadium ebenfalls nahe, dass chronische Raucher noch vor Schädigung der Lunge 
an extrapulmonalen Folgen leiden können. Dazu gehören unteranderem die Einschränkung 
der rechtsventrikulären Funktion und die Verschlechterung der Endothelfunktion peripherer 
Blutgefäße, wodurch auch frühzeitig die Belastungsfähigkeit reduziert werden könnte. Diese 
Schäden werden jedoch trotz anhaltenden Zigarettenkonsums durch ein gezieltes 
Hochintervalltraining deutlich minimiert. 
In einem Zeitraum von 26 Wochen spielt diesbezüglich besonders die Regulation der NO-
Bioverfügbarkeit eine bedeutende Rolle, die vor allem über sekundäre Modifikationen der 
eNOS, wie der Inaktivierung durch Acetylierung und der Aktivierung durch 
Phosphorylierung, wirkt. Diese Mechanismen sorgen dafür, dass zum einen durch 
Herunterregulation der eNOS die Endothelfunktion bei Rauchern erheblich gestört wird und 
zum anderen durch Heraufregulation die Funktion des Gefäßendothels, trotz anhaltender 
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